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POVZETEK
Testi, ki dokazujejo kakovost zdravila, omogočajo pridobitev dovoljenja za trženje. Trenutne 
konvencionalne zahteve za trdne farmacevtske oblike navajajo test razpadnosti in/oz. test 
sproščanja kot ključne za vrednotenje kakovosti teh zdravil. Pri večini zdravil so postopki, ki jih 
moramo uporabljati za dokazovanje zdravila, znani in natančno definirani. Izziv se pojavi pri 
vrednotenju trdnih farmacevtskih oblik - s specifično sestavo in obliko, pri katerih je 
implementacija veljavnih navodil in monografij otežena, ter ne odražajo dejanske kakovosti 
zdravila.
Magistrska naloga je usmerjena na razvoj metode za vrednotenje sproščanja paracetamola iz zrnc, 
napolnjenih v slamice. Pri razvoju smo upoštevali monografije evropske in ameriške farmakopeje. 
Praktični del je bil razdeljen v tri faze. Prva faza povzema validacijske parametre, definirane v 
skladu z mednarodno konferenco o harmonizaciji. Vrednotili smo ustreznost analizne metode v 
smislu specifičnosti, linearnosti in razpona linearnosti, ponovljivosti ter stabilnosti raztopin. Za 
boljše osnovno razumevanje fizikalno-kemijskih lastnosti paracetamola smo izvedli še 
preliminarne študije, ki predstavljajo drugo fazo praktičnega dela magistrske naloge. V tej fazi
smo vrednotili parametre, kot so topnost zdravilne učinkovine, kompatibilnost filtrov različnih
materialov, volumen in sestava medija ter ustreznost aparata USP 1 in aparata USP 2. V zadnji
fazi smo razvili postopek izvedbe analize za vrednotenje granul. Izbrali smo parametre: vrsto
prezračenosti medija, hitrost vrtenja mešala in vpliv hidrodinamike na pojav učinka stožca; vsi 
našteti parametri so bili ovrednoteni. Kljub uradnim navodilom je bil izveden še preizkus
zmožnosti prekrivanja neprijetnega okusa paracetamola kot parameter za nadzor kakovosti končne 
farmacevtske oblike.
Ključne besede: sproščanje, paracetamol, zrnca, aparat USP 1, aparat USP 2, v kislini topni 
polimer
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ABSTRACT
For industrially manufactured pharmaceutical dosage forms, specific types of tests are required to 
ascertain the quality of the final product, prior to its arrival to the market. Current compendial 
requirements determine disintegration and/or dissolution tests as a crucial component of the quality 
control analysis. For the most of the drugs these requrements are well known and precisely defined. 
However, the challenge arises, when for some of the oral dosage forms - with specific formulation, 
the implementation of the effective instructions and monographs is difficult and does not reflect 
the actual quality of the dosage form.
The Master’s thesis is focused on the development of a method for evaluation of paracetamol 
dissolution from granules packed in straws. During the development of the method monographs
from European and American pharmacopeia were considered. The practical part of the thesis 
consists of three main phases. The first phase summarizes only a part of the validation parameters 
of the analytical method in terms of specificity, linearity and range, repeatability, and stability of 
solutions (defined in accordance with the international conference on harmonization). In order to 
obtain a better basic understanding of the physicochemical properties of paracetamol, preliminary 
studies were performed, which also represent the second phase of the thesis. In this section 
parameters such as: active pharmaceutical ingredient solubility, filter compatibility, media type, 
volume media and the adequacy of USP apparatus 1 and USP apparatus 2 were evaluated. Obtained 
results were important and therefore considered while performing the third phase of the thesis-
method development. This section refers to the actual procedure and its final parameters used for 
the sample analysis. Parameters such as deaeration, agitation, and hydrodynamics and its influence 
on the coning effect were determined. Despite following the official instructions, an additional test 
as a part of method development was performed in order to define the taste masking ability of 
granules, as a quality control parameter of the final dosage form. 
Keywords: dissolution, paracetamol, granules, USP apparatus 1, USP apparatus 2, vesla, acid-
soluble polymer
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SEZNAM OKRAJŠAV
 
AAPS - ameriško združenje farmacevtskih znanstvenikov (ang. American Association of 
Pharmaceutical Scientists)
Aparat 1 – farmakopejski aparat 1, košarice 
Aparat 2 – farmakopejski aparat 2, vesla
Aparat 3 – farmakopejski aparat 3, recipročen celinder
Aparat 4 – farmakopejski aparat 4, pretočna celica
CA - filtri iz celuloznega acetata
CoA – Analizni certifikat (ang. Certificate of Analysis)
EMA – Evropska agencija za zdravila (ang. European Medicines Agency)
EP - Evropska farmakopeja (ang. European Pharmacopeia)
FDA – Ameriška agencija za hrano in zdravila (ang. Food & Drug Administration)
FIP – mednarodna farmacevtska federacija (ang. International Pharmaceutical Federation) 
IVIVC – In-vitro-In-vivo korelacija
MF – Mobilna faza
PES - polietersulfonski filtri
PVDF - filtri iz poliviniliden fluorida
PVT – Preizkus preverjanja ustreznosti naprav (ang. Performance verification test)
QA – Zagotavljanje kakovosti, ang. Quality assurance
QC - Kontrola kakovosti (ang. Quality control)
RC – filtri regenerirane celuloze 
Rs – resolucija (ang. Resolution)
SMPC - povzetek temeljnih značilnosti zdravil (ang. Summary of Product Characteristics)
USP – Ameriška farmakopeja (ang. United States Pharmacopoeia)
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1. UVOD
Otroci se razlikujejo od odraslih v številnih farmakoterapevtskih pogledih, vključno s sposobnostjo 
jemanja zdravil, toksičnostjo zdravil in preferenc okusov (1, 2). Tako morajo biti zdravila,
namenjena otrokom prilagojena starosti, velikosti telesa, fiziološkemu stanju in zdravstvenim 
potrebam (3, 4). Cilj je omogočati varno in točno odmerjanje zdravil, ter povečanje adherence 
(sodelovanje pri zdravljenju z zdravili) (1, 5, 6).
Posplošena fraza, »pediatrična zdravila«, zajema širšo populacijo, ki je razdeljena v 5 starostnih 
skupin: nedonošenčki; novorojenčki; dojenčki in malčki; predšolski otroci; šoloobvezni otroci in 
mladostniki. Raznolikost teh skupin (terapevtske potrebe ter potrebe pacientov in negovalcev)
dodatno otežuje definiranje prednostne in idealne farmacevtske oblike, medtem ko so na drugi 
strani tudi potrebe proizvajalcev zdravil (Preglednica I) (7,8).
Preglednica I: Splošni formulacijski cilji iz vidika končnih uporabnikov oz. proizvajalcev zdravil
(8).
FORMULACIJSKI CILJI IZ VIDIKA 
KONČNIH UPORABNIKOV  
FORMULACIJSKI CILJI IZ VIDIKA 
PROIZVAJALCEV IN 
DOBAVITELJEV
Terapevtske potrebe 
- razpoložljivost različnih odmerkov
- natančnost odmerjanja
- možnost prilagoditev odmerka
- varnost pomožnih snovi
Fizikalne zahteve
- prenosljivost
- stabilnost
- shranjevanje pri sobni temperaturi
Potrebe pediatričnih pacientov in negovalcev
- enostavnost požiranja
- sprejemljivost okusa
- natančnost odmerjanja
- enostavnost jemanja
- odmerjanje glede na uporabnost
Industrijske potrebe
- enostavnost izdelave
- prilagodljivost odmerka 
- ponovljiva kakovost
- enostavnost transporta
- rok uporabe ˃ 2leti
- stroški sestavin
- globalna dobavna veriga
Peroralna oblika zdravila je zagotovo ena najbolj popularnih in priljubljenih tudi med otroki, a je 
žal neprijeten okus učinkovine velikokrat razlog za neustrezno adherenco (3, 4, 7). Otroci lahko 
nasprotujejo okusu, vonju, priokusu ali celo teksturi peroralnih zdravil (9). Lahko imajo tudi težave 
s požiranjem, doživljajo strah, težave glede enostavnosti uporabe, ipd. (10, 11). V preliminarni 
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raziskavi, ki je bila izvedena med starši HIV (virus humane imunske pomanjkljivosti) pozitivnih 
otrok (stari od 4 do 14.5 let), so bili poudarjeni ključni razlogi za slabo adherenco otrok pri 
zdravljenju. Več kot 78% staršev je priznalo, da so imeli težave z režimom odmerjanja, polovica 
pa je izjavila, da je bil slab okus zdravil razlog, da otroci niso želeli zaužiti odmerka (12).
Pojem »neprijeten oz. slab okus«, izhaja iz subjektivne ocene pacientov in je odvisen od starosti
oseb, izkušenj, ter kulturnih razlik. Za zdravila, ki imajo grenak okus, običajno velja, da so to 
zdravila z neprijetnim okusom. Grenak okus pa je še posebej problematičen za zdravila, ki imajo 
dobro topnost, kot je npr. paracetamol (13-16).
1.1 PARACETAMOL
Paracetamol je protibolečinska in antipiretična zdravilna učinkovina, ki jo uporabljamo pri najširši 
skupini bolnikov, še posebej pa ima pomembno vlogo pri zdravljenju otrok, saj predstavlja prvo
izbiro za zmanjševanje bolečin in lajšanje gripoznih obolenj ter prehladov (17-20). Paracetomol je 
zdravilna učinkovina (ZU) z grenkim okusom (21). Že pred približno 50 leti je potreba po 
prekrivanju neprijetnega okusa pripeljala do razvoja sladke suspenzije, ki je še danes v uporabi
pod zaščitnim imenom Calpol. Formulacija vsebuje sladila in korigense okusa (jagoda). Skladno
s povzetkom temeljnih značilnosti zdravil (ang. Summary of Product Characteristics ali SMPC),
Calpol odmerjamo volumsko z merilno žličko (ali brizgo) ter se tako pri aplikaciji zdravil
izognemo težavam s požiranjem, ki se lahko pojavijo v primeru, ko otroci jemljejo trdne
farmacevtske oblike (22-23).
Farmacevtske oblike, kot so sirupi, predstavljajo rešitev za nekatere od predhodno naštetih težav 
glede pediatričnih zdravil in adherence otrok. Pomanjkljivost tekočih farmacevtskih oblik pa je 
nižja stabilnost, vsebujejo lahko za otroke neprimerne pomožne snovi (kot so propilen glikol, 
benzil alkohol, neprimerna sladila za sladkorne bolnike) ter jih je težje transportirati (24-26). Poleg 
tega sta relativno velik volumen odmerka in pogostost jemanja razlog za zmanjšanje adherence
(27, 28). Nenazadnje tekoči farmacevtski izdelki zahtevajo večstopenjsko pripravo, potrebno je 
tudi pravilno izračunati maso oziroma volumen odmerka, ter ga natančno odmeriti (26, 29). 
Obenem se lahko zgodi napačna priprava le zaradi nepravilne interpretacije navodil, nepravilnega 
odmerjanja zaradi uporabe čajnih oz. navadnih žličk, ali pa zaradi napačnega branja enot (26, 29, 
30-33).
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Iz navedenega lahko sklepamo, da so trdne farmacevtske oblike bolj zaželene od tekočih. Ponujajo 
večjo stabilnost, bolj natančno odmerjanje, lažje prekrivanje neprijetnega okusa zdravil, enostaven
transport in shranjevanje (25). Vendar zaradi težav s požiranjem trdne farmacevtske oblike, kot so 
kapsule in tablete, predstavljajo manj popularno obliko za pediatrično skupino, zato so večenotni
sistemi, kot so zrnca, možna rešitev za izdelavo formulacij, pri katerih je težava s požiranjem manj 
izražena (7).
1.2 ZRNCA
Granule ali zrnca so trdne farmacevtske oblike, sestavljene iz aglomeratov manjših delcev. Ta
večenotna farmacevtska oblika je namenjena peroralni aplikaciji, ki omogoča enostavno
odmerjanje. Lahko jih zaužijemo v obliki suspenzije, rešuje izzive, povezane s stabilnostjo, in
omogoča formuliranje zdravil s prekrivanjem neprijetnega okusa. Pogosto jih apliciramo v obliki 
suspenzije, z dodatkom vode neposredno pred aplikacijo (34). Za večenotne dostavne sisteme 
velja, da jih lahko vgradimo v medicinske pripomočke, ki omogočajo lažje zaužitje. Med te lahko
uvrstimo slamice, v katere je vgrajen točen odmerek zrnc z ZU (35, 36).
V skladu z Evropsko farmakopejo (v nadaljevanju EP) so zrnca razvrščena v štiri skupine (šumeča, 
obložena, gastrorezistentna in zrnca s prirejenim sproščanjem), za vsako veljajo določeni
farmakopejski preizkusi, s katerimi dokazujemo konsistentnost učinkovitosti zdravila skozi čas.
Med te je uvrščen tudi preizkus sproščanja, vendar ne velja za vse tipe zrnc. Potreben ni za tista, 
ki se raztopijo v stiku s tekočinami. V tem primeru je potrebno izvesti test razpadnosti (34, 37).
Pri razvoju inovativnih zrnc, polnjenih v slamice, ki je del projekta STROOWY-RX, so 
raziskovalci uporabili pristop oblaganja in granuliranja delcev z namenom prekrivanja 
neprijetnega okusa ZU (med temi je tudi paracetamol). Pri oblaganju so preizkusili učinkovitost 
polimerov, ki se v ustni votlini, kjer je pH v nevtralnem območju, ne raztopijo (38). Pri zrncih, ki 
vsebujejo polimer in se v stiku s tekočinami ne raztopijo, ampak tvorijo suspenzijo, je potrebno 
izvesti test sproščanja ZU iz končne farmacevtske oblike (34). S takšnim pristopom lahko 
preučimo vpliv obloge pri upočasnitvi sproščanja ZU (39).
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1.3 SPROŠČANJE
1.3.1 DEFINICIJE IN POMEN TESTA
Test sproščanja predstavlja pomembno orodje za karakterizacijo učinkovitosti peroralnih trdnih 
farmacevtskih oblik. Pomembnost testa sproščanja temelji na podatku, da je učinkovitost zdravila
odvisna od sproščanja, oziroma prehajanja ZU iz formulacije v gastrointestinalnih tekočinah, 
čemur sledi absorpcija učinkovine v krvni obtok. Pri dobro permeabilnih ZU, kot je paracetamol,
velja, da je absorpcija učinkovine določena s hitrostjo raztapljanja, oziroma sproščanja (40-43). 
Test predstavlja rutinsko aktivnost pri kontroli (ang. Quality control - QC) in zagotavljanju
kakovosti (ang. Quality assurance - QA) posameznih proizvodnih serij zdravil. Primeren je tudi
za potrjevanje lastnosti izdelka pri povečevanju proizvodnje (ang. scale up) ter pri vrednotenju
sprejemljivosti sprememb, izvedenih v proizvodnji (ang. post-approval changes). V zgodnji točki 
razvoja izvajamo test sproščanja z namenom ločevanja med potencialnimi formulacijami, rezultati 
pa pripomorejo k lažji izbiri in optimizaciji končnega produkta. Primarno te teste izvajamo zaradi 
ocene stabilnosti izdelka in nadzora formulacijskih sprememb tekom časa, ter za vzpostavitev In-
Vitro-In-Vivo (IVIVC) korelacije. V primeru, da je IVIVC dokazana, lahko test sproščanja
uporabimo kot nadomestni test za napovedovanje In-Vivo učinkovitosti zdravila. Z regulatornega 
vidika ima test sproščanja ključno vlogo pri registraciji generičnih zdravil, s čimer se lahko 
izognemo zahtevnim kliničnim raziskavam na ljudeh (40, 42, 43).
 
1.3.2 NAPRAVE ZA VREDNOTENJE SPROŠČANJA 
 
Prva uradna naprava za vrednotenje sproščanja, ki se je pojavila leta 1970, so bile košarice (ang.
baskets), znane tudi kot USP (ang. United States Pharmacopeia) aparat 1 (v nadaljevanju aparat 1 
ali košarice). Kasneje, leta 1978 so se uvedla še vesla (ang. paddles) ali aparat USP 2 (v 
nadaljevanju aparat 2 ali vesla). Aparat 1 je sestavljen iz posode, narejene iz stekla ali drugega 
inertnega in prozornega materiala ter iz cilindričnih košaric, ki so pripete na spodnjem delu vrtečih 
nosilcev. Pri uporabi aparata 1 vzorec postavimo v notranjost košaric že pred začetkom testa, med 
vrednotenjem pa se košarice vrtijo z določeno hitrostjo. Struktura aparata 2 je podobna aparatu 1, 
razliko najdemo v tipu mešala, pri aparatu 2 pa namesto košaric uporabljamo vesla. Aparat 2 
omogoča vrednotenje vzorcev tako, da se ti dodajo direktno v posodo, vzorec ostane na dnu - pod 
vesli med samim procesom sproščanja. Oba aparata sta enostavna, robustna, dobro standardizirana 
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in precej fleksibilna, kajti omogočata vrednotenje sproščanja široke palete trdnih farmacevtskih 
izdelkov (42, 44).
Potreba po simulaciji In Vivo pogojev in lažja menjava medija so privedli do razvoja recipročnega
cilindra (ang. reciprocating cylinder), ki je leta 1991 postal uradno aparat USP 3. Sestavljen je iz 
dveh cilindrov, notranjega, v katerega damo vzorec in zunanjega, ki vsebuje od 200 do 300 mL 
medija za sproščanje. Vrednotenje poteka tako, da se notranji cilinder premika navpično v medij 
sproščanja. Leta 1995 so v USP uvedli nov aparat 4, imenovan pretočna celica (ang. Flow-through 
cell). Primarni namen aparata 4 je bil vrednotenje sproščanja učinkovin iz formulacij s prirejenim
sproščanjem. Sestavljen je iz celice z majhnim volumnom, v katero damo vzorec, ter med 
vrednotenjem medij sproščanja potuje skozi celico z določeno hitrostjo (od 5 do 20 mL/min). 
Aparat 4 ponuja možnost menjave medija le z menjavo rezervoarja (42). Sheme omenjenih 
aparatov so prikazane na sliki 1. 
 
 
Slika 1: Shematski prikaz naprav za vrednotenje sproščanja (45)
Na proces sproščanja imajo ključen vpliv: izbira aparata, s katerim bo ovrednoten proces 
sproščanja, izbira nastavljivih parametrov pri izvedbi sproščanja, intrinzične lastnosti ZU (kot so 
ionizacijska konstanta-pKa, topnost, stabilnost raztopine ZU pri različnih pH, velikost delcev, 
kristalna oblika) ter sama formulacija in njene lastnosti (kot so pomožne snovi, trdnost, proizvodni 
proces, ipd.). Proces pri vsaki napravi je dinamičen in neposredno odvisen od vrste medija ter od
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hidrodinamičnih pogojev v notranjosti posode (46). Povezava med farmacevtsko obliko in 
primernim aparatom za vrednotenje sproščanja je predstavljena v Preglednici II:
 
Preglednica II: Izbira aparata za vrednotenje sproščanja različnih farmacevtskih oblik (46)
Tip farmacevtske oblike Aparat
Trdne farmacevtske oblike Košarice, vesla, recipročni cilindri ali 
pretočna celica
Peroralne suspenzije Vesla
Orodisperzibilne tablete Vesla
Žvečljive tablete Košarice, vesla, recipročni cilindri s
steklenimi kroglicami
Topikalne (dermalne) - poltrdne oblike Difuzne Franz-ove celice
Svečke Vesla, modificirane košarice, ali 
dvoprostorna pretočna celica
Žvečilni gumiji Specialni aparat (po EP)
Praški in zrnca Pretočne celice
Formulacije z mikrodelci Modificirane pretočne celice
Implantati Modificirane pretočne celice
 
1.4 RAZVOJ METODE SPROŠČANJA
 
Razvoj testa sproščanja se lahko odvija v dve smeri. Prva je QC in druga je in vivo napovedovanje 
plazemskih koncentracij učinkovine (34, 42). Razvoj metode za vrednotenje QC je lažji. Za ta 
namen načeloma uporabljamo aparat 1 ali aparat 2, le zaradi enostavnosti uporabe v QC 
laboratorijih. Za tovrstne metode velja splošno pravilo, da so enostavne za izvedbo, so zanesljive, 
ponovljive in diskriminatorne, saj so sposobne zaznati tudi najmanjše spremembe končnega 
produkta. Je pa razvoj testa sproščanja, s katerimi naj bi napovedovali in vivo obnašanje formulacij,
zahtevnejši proces, saj je potrebno čimbolj posnemati fiziološke pogoje, ki vplivajo na raztapljanje 
učinkovin v gastrointestinalnem traktu (42). 
Ameriška farmakopeja (ang. United States Pharmacopeia) vsebuje več kot 900 monografij,
namenjenih procesu sproščanja, razpadnosti in specifikacij za sproščanje ZU (47). Za razliko od 
USP, EP ne navaja posamezne monografije o ZU in farmacevtskih oblikah, v katerih so vgrajene 
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te ZU, zato USP podaja pomembne informacije tako za ameriško, kakor tudi za evropsko 
farmacevtsko industrijo. V primeru, da za določeno farmacevtsko obliko ne obstaja metoda, s 
katero bi ovrednotili sproščanje ZU, jo morajo proizvajalci sami razviti (48). Pri razvoju si lahko 
analitiki pomagajo z objavljenimi navodili v uradni literaturi, kot so USP in EP, navodila s strani 
FDA ali s strani EMA. USP v poglavju 1092 obravnava razvoj in validacijo testa sproščanja s 
poudarkom na trdnih farmacevtskih oblikah, namenjenih peroralni uporabi. Poglavje obsega 
naslednje zaporedje postopkov, ki se izvajajo pri razvoju in validaciji testa sproščanja (34):
1. Preliminarne študije
2. Razvoj metode
3. Analitski zaključek
4. Avtomatizacija
5. Validacija
6. Meje sprejemljivosti
1.4.1 PRELIMINARNE ŠTUDIJE
V preliminarni študiji moramo ovrednotiti lastnosti ZU, ter te podatke upoštevati pri izbiri filtrov, 
medija, volumnu medija in aparata (34).
Kompatibilni filtri so vsi tisti, ki so sposobni odstraniti neraztopljeni delež ZU iz vzorca, ter tako 
ustaviti procese raztapljanja v filtriranem vzorcu, hkrati pa ne smejo adsorbirati raztopljene ZU na 
njihovi površini. Filtriranje izvajamo takoj za vzorčenjem. Razen eliminacije deleža neraztopljene 
ZU je vloga filtrov odstraniti neraztopljene delce pomožnih snovi, ki lahko vplivajo na končne 
rezultate. Izbira filtrov mora biti eksperimentalno upravičena. Parametri, ki jih moramo upoštevati 
pri izbiri filtrov so: tip, premer filtra in velikost por. Pri izbiri velikosti por je treba upoštevati 
porazdelitev velikosti in tip delcev ZU. V primeru, da so delci ZU mikronizirani ali v nano
območju, je izbira filtrov zelo zahtevna (34, 49). Postopek vrednotenja in validacije filtrov je
enostaven in vključuje tri preizkuse, s katerimi testiramo učinkovitost, adsorptivnost in izluževanje
(49).
Izbira medija in volumen medija temelji na osnovi podatkov, pridobljenih iz študije topnosti. Pri 
razvoju metode sproščanja je eden od ciljev določiti pravilne sink pogoje. Volumen medija, ki ga 
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bomo uporabljali pri vrednotenju sproščanja, naj bi bil vsaj 3-krat večji od volumna, potrebnega
za pripravo nasičene raztopine ZU (34). Na molekularnem nivoju to pomeni, da je koncentracijski 
gradient med difuzijskim slojem, ki obdaja trdne delce ZU in koncentracijo medija raztapljanj, 
konstanten. Pomembno je poudariti, da v gastrointestinalnem traktu niso vedno prisotni sink
pogoji, kar je tudi razlog, da se težko topne ZU ne raztopijo v popolnosti (42). 
Za idealen medij sproščanja velja, da ne vpliva na stabilnost ZU, njegova priprava je enostavna,
prav tako je enostavna sestava z možnostjo za avtomatsko pripravo, ni cenovno potraten in 
sestavljajo ga le anorganski ioni. Iz navedenega je jasno, da je izbira medijev relativno ozka. Voda
bi bila lahko idealen medij, toda zaradi slabe pufrske kapacitete in neenakomerne kakovosti med 
laboratoriji oz. regijami predstavlja neprimerno izbiro pri vrednotenju sproščanja, zato 
najpogosteje uporabljamo razredčene raztopine kisline, oziroma vodne pufre v pH območju od 1,2
do 6,8 (41, 42, 46). V fazi izbire ustreznega medija je pomembno točno poznati medij, njegovo 
sestavo, ter možne variacije. Vpliv pufrov, molarnost, pH, ter prisotnost površinskih aktivnih 
učinkovin, mora biti dobro poznan (41).
Za vrednotenje sproščanja trdnih farmacevtskih oblik običajno uporabljamo aparat 1 ali aparat 2. 
Le v primeru, ko ugotovimo, da nobeden od njiju ni primeren, lahko uporabimo druge (42). Aparat 
4 je namenjen vrednotenju farmacevtske oblike s prirejenim in takojšnjim sproščanjem, ki imajo 
omejeno topnost, ter za številne druge farmacevtske oblike, kot so mehke želatinske kapsule, 
svečke, praški in zrnca (Preglednica II) (34).
1.4.2 RAZVOJ METODE SPROŠČANJA
 
Ustrezno načrtovan test sproščanja bi moral podati rezultate, ki niso variabilni, ter ne bi smel biti 
povezan s signifikantnimi težavami s stabilnostjo raztopin. V primeru variabilnosti rezultatov je 
težko zaslediti in identificirati trende ter razlike med serijami, če te obstajajo, ali efekte, ki 
nastanejo zaradi sprememb v formulaciji. Variabilnost se lahko pojavi zaradi same formulacije (na 
primer tehnološki proces, prisotnost določenih pomožnih snovi, lastnosti ZU) ali pa zaradi drugih 
artefaktov, povezanih s samo analizo sproščanja (34, 41).
Pogosto znan primer, ki pripomore k variabilnosti rezultatov, je prezračenost medija. Zračni 
mehurčki, ki se pojavljajo v primeru neprezračenosti medija, lahko predstavljajo mehansko bariero 
in omejijo sproščanje ZU. Lahko se tudi vežejo na samih delcih in povzročijo, da se ti primejo na 
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stene posode. Vezava zračnih mehurčkov na površini delcev lahko dodatno poveča plovnost 
delcev, s tem pojavom lahko pride do povečanja sproščanja ZU, ali pa do zmanjševanja sproščanja,
zaradi zmanjševanja stične površine z medijem. Vpliv prezračenosti medija moramo kvantitativno
in vizualno oceniti (46). V primeru, ko potrdimo, da prezračenost medija vpliva na variabilnost 
rezultatov in na proces sproščanja, je potrebno vrednotiti še robustnost procesa odzračevanja (34).
Drugi dejavnik je hitrost vrtenja mešala. Nastavitev hitrosti vrtenja je odvisna od aparata, ki je bil 
izbran za vrednotenje sproščanja. V primeru uporabe aparata 1 je uporabljena hitrost v območju 
med 50 in 100 obratov na minuto, pri aparatu 2 pa je v območju med 25 in 75 rpm. Vrednosti, ki 
so nad, oz. pod omenjenimi mejami, so načeloma neprimerne, saj se lahko pojavi nekonsistentno 
mešanje zaradi premočnega oz. prepočasnega mešanja medija. Velikokrat se pri določenih 
formulacijah zgodi, da med samo analizo na dnu posode, ravno pod vesli nastane stožec oz. 
stagnantno ali mrtvo območje, v katerem je onemogočen proces sproščanja učinkovine (pogosteje
pri uporabi aparata 2). Ta pojav lahko nastane zaradi številnih dejavnikov, kot so: prisotnost 
netopnih pomožnih snovi, velikost delcev, gostote delcev, gostota in viskoznost medija, ter 
konfiguracije aparata in hitrost vrtenja mešala (50). Na sliki 2 je predstavljen vpliv hidrodinamike 
med testom sproščanja, ovrednoten s strani Bai in sodelavcev (51). Pri njihovem raziskovalnem 
delu so vrednotili hitrost gibanja delcev v posodi aparata 2, ter za ta namen uporabili metodo
slikanja hitrosti delcev (ang. Particle Image velocimetry) z lasersko inducirano fluorescenco (ang.
Laser-induced Fluorescence) in z oceno hitrosti toka medija z uporabo računanja dinamike pretoka 
(ang. Computational Fluid Dynamics). V raziskavi so tudi ugotovili, da je shema gibanja tekočin 
znotraj posode aparata 2 ponovljiva, neodvisna od hitrosti mešanja, ter da se ravno v področju pod 
vesli pojavlja kompleksno območje, v katerem je aksialni in radialni tok izrazito šibek, kar je 
razlog za pojav mrtve cone (razvidno iz slike 2). Poleg aksialnega in radialnega toka se v posodi 
pojavlja še tangencialni tok tekočine, ki je močnejši in bolj dominanten med procesom sproščanja. 
S povečanjem hitrosti mešanja se linearno povečujejo še tangencialne sile, ki obenem zožijo
področje mrtve cone, ki se pojavlja ravno pod vesli (slika 3). Prisotnost mrtve cone ter hitrost 
vrtenja mešal ključno vplivata na hitrosti sproščanja ZU, zato je začetni položaj farmacevtske 
oblike v posodi lahko dejavnik, ki definira hitrost sproščanja (51).
 10
 
Slika 2: Simulacija vektorja hitrosti toka z računalniško dinamiko tekočin (51)
 
Slika 3: Vizualen prikaz tangencialnih sil v korelaciji s pojavom mrtve cone ali učinek stožca
(51)
Torej, če se pri razvoju metode sproščanja pojavi učinek stožca, je upravičena uporaba višje hitrosti 
mešanja (primer od 50 obr/min na 75 obr/min). Povečanje ali zmanjšanje hitrosti vrtenja je lahko 
upravičeno, tudi če ugotovimo, da ta pojav boljše ponazarja In Vivo pogoje, ali pa potrdimo, da 
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imamo s takšnim načinom vrednotenja bolj diskriminatorne pogoje, ne da bi negativno vplivali na 
ponovljivost metode (41). Druga možnost pa je z uporabo t.i. Peak TM posode, ki so 
nekonvencionalne in imajo na spodnjem delu rahlo izbočeno dno, ki onemogoča nabiranje vzorca 
v območju pod vesli. Njihova uporaba je dovoljena le v primeru pravilne utemeljitve (52-54). 
Pri razvoju metode je potrebno upoštevati še časovne točke, pri katerih bomo izvajali proces 
vzorčenja. Čas, potreben za izvedbo analize ter časovne točke vzorčenja, je odvisen od vrste
formulacije. Pri formulacijah s takojšnim sproščanjem, proces sproščanja traja 30 - 60 min. V 
primeru evalvacije QC formulacij je potrebno vzorčenje le v eni točki. Če pa je test izveden za 
primerjalne namene (primer za dokazovanje ujemanja profilov sproščanja generičnega izdelka z 
originatorskim izdelkom), je potrebno izvesti vrednotenje v več točkah (41). 
Ker vzorčenje izdelkov s takojšnjim sproščanjem učinkovine izvajamo le v eni točki, analize 
načeloma ne izvajamo avtomatizirano, ampak vzorčimo ročno. Upoštevati moramo specifikacije,
navedene v USP, ki navajajo mesto vzorčenja v primeru uporabe različnih aparatur. Izogniti se
moramo vibracijam, ki so rezultat hidrodinamične motnje med vzorčenjem. Kanule, ki jih
uporabljamo za vzorčenje, pa nikakor ne smejo imeti značilnega vpliva na končni rezultat 
sproščanja (41).
Med izvedbo analize je zelo pomembno evidentirati vsakršne opazke, ki se manifestirajo med 
samo analizo, kot so neenakomerna razporeditev vzorca v posodi; zračni mehurčki v notranjosti 
posode, na aparatu ali pa sami formulaciji; delci ali skupki, ki plavajo na površini medija; hitrost 
razpada, ipd. (34).
1.4.3 ANALITSKI ZAKLJUČEK
 
To poglavje zajema podatke, kako ravnati z vzorci med in po testu sproščanja. Med ali po 
zaključku vzorčenja po navadi filtriramo vzorce. Sledi nadaljnja priprava: redčenje do 
koncentracije, ki je v linearnem območju metode, zaščita vzorcev pred svetlobo ali shranjevanje 
vzorcev v hladilniku (34).
Najbolj pogosto uporabljeni metodi vrednotenja sta tekočinska kromatografija in 
spektrofotometrično vrednotenje. Čeprav je spektrofotometrija bolj zaželena iz finančnega, 
časovnega in okoljskega vidika ter zaradi enostavnosti izvedbe, tekočinska kromatografija ponuja 
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boljšo specifičnost v primeru prisotnosti pomožnih snovi ali drugih ZU, ki lahko preprečijo 
kvantitativno vrednotenje sproščanja določene ZU. Obenem tekočinska kromatografija ponuja 
širše območje linearnosti, kar je pomembno pri pripravi vzorcev (34).
1.4.4 AVTOMATIZACIJA IN VALIDACIJA
 
Procese, kot so priprave, iniciacija testa, vzorčenje, čas vzorčenja ter čiščenje sistema, je možno v 
popolnosti avtomatizirati le v primeru, da so za ta namen na voljo primerne naprave. V primeru 
avtomatizacije je potrebno potrditi ekvivalentnost med rezultati, pridobljenimi iz »ročnega« 
procesa in med rezultati iz avtomatiziranega procesa. Neodvisno, ali bo proces sproščanja izveden 
na avtomatski način ali ne, je vsekakor potrebno izvesti končni korak validacije procesa (46). Pred 
začetkom razvoja metode je nujno zagotoviti, da so uporabljeni inštrumenti primerno validirani 
oz. kvalificirani (41). 
 
1.5 TESTIRANJA SPROŠČANJA UČINKOVINE IZ ZRNC
Čeprav so zrnca konvencionalen tip farmacevtske oblike, so dejstva, da tehnološki proces izdelave 
razvojne formulacije, način aplikacije in zmožnost prekrivanja neprijetnega okusa, otežujejo 
implementacijo že obstoječih metod ter navodil za izvajanje testa sproščanja, ki je namenjen 
zdravilom s hitrim sproščanjem. Navodila o postopku sproščanja, navedena v uradnih dokumentih
(kot so farmakopeje, navodila FDA ali EMA (evropska agencija za zdravila ang. European 
Medicines Agency)) ne pokrivajo področja prekrivanja neprijetnega okusa. Na tem področju sta
mednarodna farmacevtska zveza (ang. International Pharmaceutical Federation, FIP) in ameriško 
združenje farmacevtskih znanstvenikov (ang. American Association of Pharmaceutical Scientists
ali AAPS) skupaj objavila navodila, kako izvesti test sproščanja, vendar so te smernice namenjene
orodisperzibilnim tabletam, ki prekrivajo neprijeten okus (55). FIP in AAPS predlagata, da je v 
takem primeru potrebno vrednotiti sproščanje v več točkah ter v nevtralnem pH območju. Zelo 
pomembno je upoštevanje zgodnjih časovnih točk (≤ 5min) in tako potrditi, da je v zgodnjih 
časovnih točkah, ko je formulacija v stiku z medijem v ustni votlini, sproščanje ≤ 10%. Ti
kvantitativni podatki bodo pripomogli pri evalvaciji kakovosti izdelka, a ni nujno, da so ti podatki 
v korelaciji z biofarmacevtskimi lastnostmi formulacije (56).
 13
Podoben princip vrednotenja orodisperzibilnih tablet, ki prekrivajo neprijeten okus ZU, predlagata
tudi Hack in Koberle (57), ki pravita, da imajo formulacije s takojšnjim sproščanjem in učinkom
prekrivanja okusa dvofazni profil sproščanja. Prva faza traja kratek čas, po nekaterih virih je to 30
– 60 s, po drugih podatkih pa 5 min, ilustrira pa realni čas, ko so zrnca v stiku z medijem v ustni
votlini. V prvi fazi naj bi bilo sproščanje ZU minimalno. V drugi fazi, v želodcu, mora biti 
sproščanje ZU hitro, ker se v manj kot 30 min sprosti več kot 85% (57).
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2. NAMEN DELA
 
Namen magistrske naloge bo razviti metodo sproščanja za vrednotenje kakovosti zrnc, polnjenih
v slamicah. Zrnca, primarno namenjena otrokom, vsebujejo paracetamol, kateri ima značilen
grenak priokus. Inovativna formulacija zrnc naj bi prekrila njegov grenak okus in omogočala
uporabo v slamicah. Pri razvoju metode se bomo držali navodil in načel, napisanih v ameriški in 
evropski farmakopeji. Za kvantitativno obdelavo podatkov bomo uporabili tekočinsko 
kromatografijo, primernost metode pa bomo predhodno ustrezno ovrednotili. Pri razvoju metode
sproščanja bomo poskusili tudi kvantitativno ovrednotiti zmožnost prekrivanja neprijetnega okusa 
obloženih delcev paracetamola. Za ta namen bomo izvedli večtočkovni profil sproščanja in vzorce 
za analizo odvzemali v zgodnjih časovnih točkah. Praktični in raziskovalni del naloge bo izveden 
v sodelovanju s podjetjem Alterno Labs. in v laboratoriju, ki svoje delo opravlja v pogojih dobre 
laboratorijske prakse.
Praktični del bo razdeljen v tri sklope. Najprej bomo ovrednotili analitsko metodo, uporabljeno za 
kvantitativno vrednotenje vzorcev. Za ta namen bomo vrednotili nekatere validacijske parametre,
glede na smernice Mednarodne konference o harmonizaciji. Nato bomo izvedli preliminarne 
študije paracetamola, med katere sodijo vrednotenje topnosti, kompatibilnost filtrov različnih
materialov (regenerirana celuloza, najlonski filtri, polietersulfonski filtri, filtri iz polivinilidnega
fluorida in filtri celuloznega acetata) z učinkovino, izbira primernega medija in aparata za 
vrednotenje zrnc. V tretjem sklopu pa bomo vrednotili vpliv odzračenega in prezračenega medija, 
hitrost vrtenja, odmerek in načrtovanje poteka analize na rezultate sproščanja. Vrednotenje bomo 
izvajali v 2 paralelah, ter rezultate grafično predstavili z označeno standardno deviacijo. Izračunali 
bomo tudi faktor f2, ki je statistični parameter za vrednotenje za podobnosti profilov sproščanja.
 15
3. MATERIALI IN METODE
3.1 MATERIALI
REAGENTI
- Prečiščena voda, aparat: Smart2Pure 6UV/UF, Thermo Scientific, Madžarska 
- CH3CN, Acetonitril (ACN) Fisher Chemical, ZDA 
- CH3OH, Metanol (MeOH), J.T.Baker, Poland
- H3PO4, Fosforna kislina, Sigma Aldrich
- KH2PO4, Kalijev hidrogenfosfat, Carlo Erba
- C6H15N, Trietilamine, Sigma Aldrich
- HCl, Klorovodikova kislina, Sigma Aldrich
- NaOH, Natrijev hidroksid, Gram-mol, Merck
REFERENČNE SPOJINE
- Paracetamol (Sigma-Aldrich) delovni standard ali WS (99.9% čistost), LOT: LRB3711
- 4-Aminofenol (Sigma-Aldrich) LOT: BCBN6296V, čistost: 98%
- 4-Kloroacetanilid (Sigma-Aldrich) LOT: MKBT6020V, čistost: 97%
OPREMA
- Analitska tehtnica - GR-202 (A&D Company, Japonska)
- Precizna tehtnica –WPX 4500 (Radwag, Poljska)
- Avtomatski elektronski pipeti: 0,1-1 mL in 0,5-5mL (Brand GmbH + Co. KG, Nemčija)
- pH meter: WTW InoLab pH 7310 (Xylem, ZDA)
- Ultrazvočna kopel Sonorex (Bandelin, Nemčija)
- Smart2Pure 6 UV/UF, Thermo Scientific, Madžarska
- Aparatura za sproščanje VK 7020 (Agilent Technologies, ZDA)
- Avtomatski vzorčevalnik (Agilent, ZDA)
- HPLC povezan z UV detektorjem, model 1100/1200 (Agilent Technologies, ZDA)
- Orbitalni mešalnik GS-30 (Miulab, Kitajska)
- Magnetno mešalo z grelcem IKA® RCT Basic (Weke GmbH / Co. KG, Staufen, 
Nemčija)
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MATERIALI
- Flow filtri
- Filtri za brizge
- Steklovina (pipete, čaše, čolnički, merilni valji, merilne bučke, ipd.)
- Ostalo: spatule, magneti, plastične kapalke, tipsi za avtomatske pipete
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3.2 METODE
3.2.1 ANALIZNA METODA
Za kvantitativno obdelavo podatkov smo uporabili že obstoječo metodo tekočinske 
kromatografije, ki jo uporabljamo za kontrolo kakovosti. Kromatografski pogoji navedene metode 
so podani v nadaljevanju:
Inštrument HPLC -Agilent 1100/1200
Kolona Inertsil C18, 5 µm, 250 mm x 4,5 mm
Temperatura 
kolone
25°C
Detektor UV 221 nm
Metoda Izokratska
Mobilna faza (MF) 0,01M 
KH2PO4:Acetonitrile:Triethylamine=40:60:0,1
Pretok 1 mL/min
Runtime 6 min
Temperatura 
vzorčevalnika
20°C
V injiciranja 20 µL
Pred začetkom vrednotenja sproščanja razvojnih vzorcev smo ovrednotili linearnost, specifičnost, 
ponovljivost metode, ter tako potrdili ustreznost metode za nadaljnjo kvantitativno določanje
odstotka sproščanja vzorcev. 
▪ SPECIFIČNOST
Specifičnost metode pomeni, do katerega obsega lahko metoda zazna določeni(-e) analit(-e) v 
mešanici(-ah), ne da bi druge komponente s podobnimi lastnostmi vplivale na analizo (58). Ta 
parameter smo preverjali tako, da smo injicirali raztopine nečistot, placeba in referenčnega 
materiala (priprava raztopin je podana v nadaljevanju, preglednica III), ter ugotavljali, ali pri teh 
raztopinah zaznamo vrh v kromatogramih. V kolikor zaznamo, ali se ti prekrivajo z vrhom 
paracetamola, oz. ali obstaja ustrezna ločljivost v bazni liniji med vrhom paracetamola in ostalimi 
vrhovi, ki se iz kolone eluirajo pred oz. za vrhom le - tega.
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Preglednica III: Opis načina priprave raztopin, uporabljenih pri vrednotenju specifičnosti 
kromatografske metode .
Opis
Raztopina št. 1 -
Raztopina placeba
Za ta namen smo uporabili zmes praškov, sestavljeno iz 
enakih pomožnih snovi in razmerij, kot jo ima končna 
formulacija, brez ZU. Natehtali smo maso placeba, ki je 
ekvivalentna na masi končne formulacije, ki vsebuje 250 mg 
ZU in približno 1 g pomožnih snovi in kvantitativno prenesli 
natehtano maso v 100 mL volumetrično bučko. Dodali smo 
40 mL MF in raztopino sonicirali 10 min, zatem pa še mešali 
z orbitalnim mešalnikom pri 250 obr/min, 10 min, bučko z 
MF pa dopolnili do oznake. Raztopino smo dobro premešali 
in filtrirali skozi 0,45 µm RC filtri. Filtrat smo redčili še za 
faktor 10.
Raztopina št. 2 -
Referenčna raztopina
Natančno smo natehtali približno 25 mg Paracetamola WS in 
natehtano maso kvantitativno prenesli v 100 mL 
volumetrično bučko. Dodali smo še 40 mL MF, raztopino 
sonicirali 5 min, počakali, da se je ohladila pri sobni 
temperaturi in bučko dopolnili do oznake z MF. Končno 
raztopino smo filtrirali skozi 0,45 µm RC filter (c=0,25
mg/mL).
Raztopina št. 3 -
Raztopina nečistote J
Natančno smo natehtali približno 25 mg 4-Kloroacetanilida
ter natehtano maso kvantitativno prenesli v 100 mL 
volumetrično bučko. Dodali smo 40 mL MF in raztopino 
sonicirali 10 min, zatem raztopino mešali z orbitalnim 
mešalnikom pri 250 obr/min, 10 min. Bučko smo do oznake 
dopolnili z MF, raztopino dobro premešali in filtrirali skozi 
0,45 µm RC filter (4-Kloroacetanilid osnovna raztopina). 
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Osnovno raztopino smo redčili še za faktor 100 (c=0,0025 
mg/mL).
Raztopina št. 4 -
Raztopina nečistote K
Natančno smo natehtali približno 25 mg 4-Aminofenola in 
natehtano maso kvantitativno prenesli v 100 mL 
volumetrično bučko. Dodali smo 40 mL MF in sonicirali 10 
min, zatem mešali z orbitalnim mešalnikom pri 250 obr/min, 
10 min. Bučko smo do oznake dopolnili z MF, raztopino 
dobro premešali in jo filtrirali skozi 0,45 µm RC filter (4-
Aminofenol osnovna raztopina). Osnovno raztopino smo 
redčili še za faktor 100 (c=0,0025 mg/mL).
Raztopina št. 5 - Placebo 
z dodanim
Paracetamolom
Natančno smo natehtali približno 250 mg Paracetamola (API) 
in 750 mg placebo prašek ter kvantitativno prenesli natehtano 
zmes v 100 mL volumetrično bučko. Dodali smo 40 mL MF
in raztopino sonicirali 10 min, zatem mešali z orbitalnim 
mešalnikom pri 250 obr/min, 10 min. Do oznake smo 
dopolnili z MF, raztopino dobro premešali in filtrirali čez 0,45
µm RC filtri. Osnovno raztopino smo redčili še za faktor 10 
(c=0,25 mg/mL).
Raztopina št. 6 -
Paracetamol z dodanimi
znanimi nečistotami
Natančno smo natehtali približno 25 mg Paracetamola WS in
natehtano maso kvantitativno prenesli v 100 mL
volumetrično bučko. Dodali smo še 40 mL MF in raztopino 
sonicirali 5 min, počakali, da se je ohladila na sobno
temperaturo. Pred dopolnitvijo do oznake z MF smo dodali še 
po 1 mL vzorcev iz osnovnih raztopin 4-Nitrofenola, 4-
Kloroacetanilida in 4-Aminofenola. Končno raztopino smo 
filtrirali skozi 0,45 µm RC filter.
(c(paracetamol)=0,25 mg/mL; c(nečistote)=0,0025 mg/mL).
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▪ LINEARNOST IN RAZPON LINEARNOSTI
Območje ali razpon linearnosti definiramo v odvisnosti od tipa analize. V našem primeru smo 
vrednotili sproščanje paracetamola iz zrnc, za katera pričakujemo hitro sproščanje. Z vidika 
kontrole kakovosti zadošča vrednotenje v eni točki, iz česar sledi, da moramo zagotoviti linearnost 
±20% glede na tarčno koncentracijo. V primeru vrednotenja zdravil s prirejenim sproščanjem (in 
večtočkovnim vrednotenjem) je potrebno zagotoviti linearnost v širšem območju, in sicer od 0-
110% glede na tarčno koncentracijo (59).
Pri razvoju metode smo izvajali večtočkovno vrednotenje, saj nas je zanimala kinetika sproščanja 
zdravil med časom, ki je pomemben za trajanje prekrivanja neprijetnega okusa paracetamola. Za
preverjanje linearnosti metode smo morali pripraviti različne koncentracije standarda, ki bo zajel
širšo koncentracijsko območje - od 0% do 120% glede na tarčno koncentracijo (250 mg/L). 
Za ta namen smo najprej pripravili osnovno raztopino standarda s koncentracijo 0,300 mg/mL
(raztopina 1), nato iz osnovne referenčne raztopine pripravili še 4 redčene, drugo raztopino smo
pripravili iz prve z redčenjem za faktor 1,25 (c=0,240 mg/mL). Tretjo raztopino smo pripravili z 
redčenjem druge za faktor 2 (c=0,120 mg/mL), ter četrto z redčenjem tretje za faktor 2 (c=0,060 
mg/mL). Zadnjo raztopino (raztopina 5) smo dobili z redčenjem raztopine 4 za faktor 25 (c=0,0024
mg/mL). Zvezo med signalom in že znano koncentracijo standarda smo določali z metodo 
najmanjših kvadratov, ter na koncu dobili vrednost za korelacijski faktor (R2). Meja sprejemljivosti 
R2 je ≥0,999.
▪ PONOVLJIVOST
Iz poglavja natančnosti smo kot parameter ovrednotili le ponovljivost. Cilj vrednotenja je bil 
dokazati, da so posamezne meritve iste raztopine pri enakih delovnih pogojih v določenem 
časovnem obdobju in na drugem inštrumentu ponovljive (59). Ponovljivost smo preverjali tako, 
da smo standardno raztopino injicirali 6-krat zapored ter iz rezultatov izračunali relativno 
standardno deviacijo (RSD). Meja sprejemljivosti RSD je ≤ 2%.
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▪ STABILNOST RAZTOPIN
Referenčni raztopini smo vrednotili stabilnost (raztopina, omenjena v poglavju ponovljivosti). Ko 
smo pripravili vzorec, smo raztopino prestavili v temno vialo in jo injicirali (čas 0). Nato smo isti 
vzorec (vialo) pustili v avtomatičnem vzorčevalniku pri 20 °C in ga injicirali po 24 h in 48 h. Cilj 
je bil ugotoviti spremembo v površini kromatogramskega vrha paracetamola na osnovi rezultatov, 
pridobljenih pri vrednotenju iste raztopine v času 0. Meja sprejemljivosti RSD je ≤ 2%.
3.2.2 RAZVOJ METODE SPROŠČANJA
3.2.2.1 PRELIMINARNE ŠTUDIJE
 
▪ LASTNOSTI PARACETAMOLA 
Paracetamol se nahaja v obliki belih kristalov, ki so zmerno topni v vodi, dobro topni v alkoholu 
(96%) in slabo topni v metilen kloridu (37). Po biofarmacevtskem klasifikacijskem sistemu (ang.
Biopharmaceutics Classification System ali BCS) je uvrščen v skupino I, ker je učinkovina, ki ima 
visoko permeabilnost in dobro topnost. Po navodilih FDA dobra topnost pomeni, da se pri 37 °C 
raztopi največji odmerek paracetamola v 250 mL (ali manj) vodnega medija v pH območju od 1 
do 6,8 (60). Kot QC parameter za paracetamol je bila izmerjena volumenska porazdelitvena 
velikost delcev z lasersko difrakcijo. API, ki je bil uporabljen pri razvoju, je imel d50 – 340 µm.
▪ MEDIJ IN VOLUMEN MEDIJA 
Iz lastnosti paracetamola (navedenih v prejšnjemu poglavju) vemo, da ima dobro topnost, ki ni 
omejena s pH, kar je pomemben podatek pri izbiri medija za vrednotenje sproščanja. Pri 
načrtovanju sproščanja iz končne formulacije pa moramo upoštevati lastnosti pomožnih snovi, ter 
tehnologijo, ki je uporabljena za razvoj formulacije. Ti podatki lahko značilno vplivajo na hitrosti 
sproščanja (60), zato smo v skladu z navodili, navedenimi v EP, v poglavju 5.17.1 Priporočila za 
teste sproščanja (ang. Recommendations on dissolution testing), pripravili različne medije v pH
območju od 1,2 do 6,8 in ugotavljali tip medija, ki bo bolj primeren za razvoj metode pri 
vrednotenju kakovosti končne formulacije.
 
- pH=1,2
K 250,0 mL 0,2 M raztopini natrijevega klorida smo dodali 425,0 mL 0,2 M raztopino HCl, nato 
smo jo z vodo dopolnili do 1000,0 mL.
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- Kalijev fosfatni pufer pH=4,5
13.61 g kalijevega dihidrogen fosfata smo dodali v 750 mL vode. S pomočjo 0,1 M NaOH ali 0,1
M HCl smo pH uravnali na 4,5 (±0,05) in nato bučo dopolnili z vodo do 1000,0 mL.
- Kalijev fosfatni pufer pH=6,8
K 250,0 mL 0,2 M raztopine kalijevega dihidrogen fosfata R smo dodali 112,0mL 0,2 M NaOH 
in bučo dopolnili z vodo do 1000,0 mL.
 
▪ VREDNOTENJE KOMPATIBILNOSTI FILTROV 
Izbira materiala filtrov je pomembna z vidika kemijske kompatibilnosti z analitom in medijem, 
uporabljenim pri analizi (61). V nadaljevanju smo uporabili filtre iz regenerirane celuloze (RC), 
najlonske filtre (Nylon), polietersulfonske filtre (PES), filtre iz poliviniliden fluorida (PVDF) in 
filtre iz celuloznega acetata (CA) z velikostjo por 0,45 µm. Za potrditev kompatibilnosti smo 
upoštevali podatke učinkovitosti, adsorptivnosti in izluževanja filtrov.
Učinkovitost filtrov smo vrednotili s pripravo referenčne raztopine paracetamola s koncentracijo 
0,25 mg/mL. Nato smo pripravljeno raztopino filtrirali z različnimi filtri. Filtrat smo nato razdelili 
v 2 paraleli. Prvo paralelo smo kvantitativno ovrednotili takoj po filtraciji, drugo pa smo najprej
dali na ultrazvočno kopel za 5 minut, ter nato vzorec kvantitativno ovrednotili. Na koncu smo 
podatke obdelali in izračunali učinkovitost filtrov. Filtri z ustrezno učinkovitostjo so tisti, pri 
katerih je razlika v koncentraciji med drugo in prvo paralelo oz. tretjo in prvo, enaka oz. manjša 
od 2%.
Za vrednotenje odstotka adsorpcije smo pripravili referenčno raztopino s koncentracijo 0,20 
mg/mL. Raztopino smo napolnili v 20 mL brizgo, filtrirali smo jo z istim filtrom po 1 mL v 10 
različnih HPLC vialah. Po kvantitativni analizi smo določili minimalni volumen, potreben za 
spiranje filtrov ter doseganje izkoristka v območju med 98-102%. 
Ovrednotili smo še izluževanje filtrov. Za ta namen smo najprej filtrirali le medij sproščanja ter 
primerjali vrednosti z nefiltrirano standardno raztopino. Ustrezno izluženost smo definirali v 
primeru, da je površina filtriranega medija enaka ali manjša kot 0,5%, glede na površino referenčne
raztopine. 
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▪ IZBIRA APARATA
Vrednotenje sproščanja smo izvedli z napravo VanKel (Agilent), zmogljiv in prilagodljiv aparat 
za aplikacijo aparatov USP 1 in USP 2. Naprava je opremljena z avtomatsko vzorčevalno postajo, 
ki smo jo uporabili za večtočkovno vzorčenje med sproščanjem. Ustreznost naprave je bila 
potrjena s certifikatom za letno eksterno operativno kvalifikacijo, ter s pozitivno opravljenim 
testom za preverjanje učinkovitosti (ang. Performance verification test ali PVT) (62). 
Pred izvedbo vsakega testa smo aparat nastavili v skladu z navodili, ki so navedena v EP, poglavje
2.9.3 - test sproščanja trdnih farmacevtskih izdelkov (ang. Dissolution testing for solid dosage 
forms). Za oba aparata velja, da mora biti višina med dnom posode in spodnjim koncem košaric 
25 mm ± 2 mm. Za ta namen smo uporabili Agilent-ove pripomočke, s katerimi nastavimo in 
preverimo točno višino košaric oz. vesel. Pri uporabi aparata 1 smo vrednotili sproščanje le s 
košaricami s standardno velikostjo - 40 mesh (enota, ki je v korelaciji z število odprtin na dolžino
palca) (63).
Vrednotenje smo izvajali tako, da smo isti vzorec vrednotili z aparatom 1 in aparatom 2 in 
opazovali bistvene vizualne in kvantitativne razlike med potekom analize. Ustreznost aparata smo 
definirali na osnovi številnih dejavnikov, kot so: pojav učinka stožca, profil sproščanja, obnašanje 
vzorca v posodi, ipd..
3.2.2.2 RAZVOJ METODE
 
Vrednotenje zrnc smo začeli v obdobju optimizacije končne formulacije. Na voljo smo imeli 
vzorec, za katerega smo morali pred izvedbo vsakega testa določiti vsebnost. Nato smo na osnovi 
rezultatov definirali maso vzorca, ki vsebuje odmerek učinkovine in ga uporabili pri testiranju. 
Test vsebnosti smo pripravili tako, da smo natehtali maso vzorca (cca. 200 mg), ter jo kvantitativno 
prenesli v 100 mL bučko, dodali 40 mL MF, disperzijo dali v ultrazvočno kopel za 10 min, ter še 
dodatnih 10 min na orbitalni mešalnik in dopolnili do oznake z MF. V nadaljevanju smo osnovno 
raztopino filtrirali skozi filter 0,45 µm RC, takoj zatem pa redčili za faktor 2 z MF. Vzorce smo 
pripravili v 2 paralelah. 
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V začetnih fazah vrednotenja sproščanja smo testiranje izvajali z manjšimi odmerki (250 mg), nato
pa smo vrednotili še profil sproščanja pri vrednotenju najvišjega odmerka, ki bo vgrajen v končni 
farmacevtski obliki (500 mg).
 
▪ ODZRAČEVANJE MEDIJA
Koncentracija raztopljenih plinov v mediju lahko močno vpliva na proces sproščanja. V takšnem 
primeru uradna navodila priporočajo korak odzračevanja medija, s katerim bi zmanjšali 
koncentracijo raztopljenih plinov v njem (34). V praktičnem delu smo ovrednotili tudi vpliv 
prezračenosti medija. Pripravili smo medij s pH=1,2, nato smo polovico volumna odzračili po 
navodilih USP, poglavje 711 - Sproščanje (ang. Dissolution). Pripravljen medij smo med 
mešanjem segreli približno na 41°C, nakar smo ga filtrirali z vakuumom skozi 0,45 µm (CA) filter. 
Ko smo zaključili s filtriranjem, smo posodo hitro zaprli ter pustili, da se medij meša v vakuumirani 
posodi še 5 min. 
Drugo polovico volumna smo namerno pustili, da se dodatno prezrači. Posodo z medijem smo 
pustili odprto, jo dali na magnetno mešalo, ter jo pustili mešati 20 min pri 1000 obr/min.
Pripravljene medije smo hitro nalili v posode, medtem pa smo bili pozorni (posebej pri odzračenem 
mediju), da ne povzročamo dodatnega stresanja, zaradi česar bi prišlo do dodatnega raztapljanja 
plinov v mediju, kar bi bil razlog za neustrezno identificiranje razlike med prezračenim in 
odzračenim medijem. 
Na koncu smo pod enakimi pogoji izvedli oba testa, test z odzračenim in s prezračenim medijem. 
Razliko med prvim in drugim testom smo kvantitativno obdelali, ter podatke podprli z vizualnimi 
opazkami.
▪ HITROST VRTENJA MEŠALA
Vpliv hitrosti vrtenja mešala na profil sproščanja smo vrednotili z vesli, v območju od 50 do 75 
obr/min. Končni rezultat smo kvantitativno ovrednotili in primerjali med seboj, obenem pa smo 
sproti evidentirali še vizualne opazke, ki so se pojavile v korelaciji s hitrostjo vrtenja in pojava 
efekta stožca. Ustreznost hitrosti smo definirali na osnovi diskriminatornih pogojev, ki so lahko 
ključni za definiranje ustreznosti formulacije v skladu s specifikacijami.
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▪ ČASI VZORČENJA
V fazi selekcije optimalnih formulacij smo sproščanje vrednotili v večtočkovnem profilu, a smo z 
istim pristopom nadaljevali tudi med razvojem končne metode, saj smo želeli ugotoviti, kako na 
hitrost sproščanja paracetamola vplivajo izbrane analitske spremenljivke.
Že iz navodil, ki so podana v literaturi, je razvidno, da je za formulacije, ki imajo hitro sproščanje, 
potrebno izvesti vzorčenje le v eni točki, ter tako ovrednotiti kakovost formulacije. V kolikor je 
zmožnost prekrivanja neprijetnega okusa ključna lastnost formulacije, obstajajo priporočila za 
izvedbo dvofaznega profila sproščanja, pri kateri bo prva faza definirala učinkovitost prekrivanja, 
druga pa bo potrdila odstotek sproščanja zdravila v predhodno določenem času. Ta priporočila so 
neuradna in nejasno definirana, zato smo vrednotenje izvedli v 9 točkah: 2 in 5 min (za potrditev 
zmožnosti prekrivanja okusa) nato pa pri 10, 15, 20, 30, 45 in 60 min.
▪ POTEK VREDNOTENJA
Nastavili smo aparat v skladu z navodili v farmakopeji in vklopili kopel s segrevanjem pri 37,5
°C. Medtem smo pripravili avtomatski vzorčevalnik in ustrezno povezali z VanKel napravo.
Avtomatski vzorčevalnik smo oprali v skladu z navodili z veljavnim standardnim operativnim 
postopkom, nato pa na vzorčevalniku nastavili prazne epruvete. V naslednjem koraku smo 
previdno nalili medij. Pri odmerjanju smo uporabljali steklovino razreda A, kajti le tako smo lahko 
zagotovili, da smo znotraj variacijskih meja, določenih po farmakopeji (±1%). V situaciji, ko smo 
odzračevali medij, smo ga najprej segreli (cca. T=41°C), ter ga nato nalili v posode, obenem smo 
bili zelo previdni, da smo se izognili vsakršnim vibracijam in mešanju, ki bi lahko povzročili
dodatno raztapljanje plinov.
Preden smo začeli z analizo, smo še enkrat potrdili, da je temperatura medija 37,0°C (±0,5°C). 
Nastavili smo metodo in njene parametre: hitrost vrtenja, volumen medija, tip aparata, čas analize,
čas spiranja sistema med vzorčenjem, volumen vzorcev, časi vzorčenja ter osnovni informativni 
podatki glede testiranih vzorcev. Nato smo pripravili maso vzorcev in jih stresli v posode oz. v 
košarice ter zagnali metodo. 
Vzorčenje smo izvajali avtomatsko in ne ročno, zaradi dveh razlogov: 
1. ponovljivost izvedbe;
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2. želeli smo ujeti drugo in peto minuto sproščanja. Pri ročnem vrednotenju bi se bilo težko 
držati znotraj variacijskih meja, kajti farmakopeja navaja, da je potrebna časovna 
variacija pri vrednotenju ± 2%. To pomeni, da bi vzorčenje v najbolj zgodnji točki moralo 
potekati v obdobju med 117,6 s in 122,4 s, zaradi česar je ročna metoda težko izvedljiva.
 
3.2.2.3 ANALITSKI ZAKLJUČEK IN MEJE SPREJEMLJIVOSTI 
Na osnovi podatkov, pridobljenih iz stabilnostne študije ter kompatibilnosti filtrov, smo po 
zaključenem vzorčenju načrtovali korake za pripravo vzorcev. Za kvantitativno obdelavo podatkov 
smo uporabili že omenjeno metodo tekočinske kromatografije. 
Pri vrednotenju sproščanja smo testirali nizek (250 mg) in visok (500 mg) odmerek. Torej so bile 
meje koncentracije vzorcev brez redčenja (če predpostavimo, da je 100% ZU sproščena), v 
območju od minimalnih 0,28 mg/mL (250 mg ZU/900 mL medija) do maksimalnih 1,00 mg/mL
(500 mg ZU/500 mL medija). Zaradi visoke koncentracije smo v nadaljevanju vzorce po potrebi
redčili prilagojeno na analizo. Redčenje vzorcev v odvisnosti koncentracije osnovne raztopine je
predstavljeno v preglednici IV:
Preglednica IV: Redčenja vzorcev v odvisnosti koncentracije osnovne raztopine
Odmerek Volumen Faktor redčenja
250 mg 500 mL 2,00
250 mg 900 mL /
500 mg 500 mL 4,00
500 mg 900 mL 2,00
3.2.2.4 OBDELAVA PODATKOV 
 
Po končanem kromatografskem vrednotenju smo koncentracije izračunali na osnovi enačbe, ki 
definira absorpcijski zakon (Beer-Lambert-Bouguerjev zakon). Upoštevali smo faktor redčenja 
vzorcev in referenčnih raztopin, čistost referenčnega materiala v skladu z veljavnim CoA in 
volumnom vzorčenega medija. Pri izvedbi smo vrednotili rezultate, pridobljene v dveh ali več 
paralelah, zato smo pri vsakem grafičnem prikazu evidentirali standardno deviacijo, izračunano na 
osnovi pridobljenih rezultatov.
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V primeru dokazovanja podobnosti oz. razlike med profili sproščanja smo izračunali faktor 
podobnosti f2, ki sta ga razvila Moore in Flanner (enačba 1) (64). Ta faktor je logaritmična 
vrednost (desetiški logaritem), ki predstavlja matematično primerjavo testa sproščanja, ki temelji 
na razliki med povprečjem referenčnega in testnega profila, ob upoštevanju vseh točk, pri katerih 
je bilo izvedeno sproščanje. V primeru izračuna f2 faktor za profila, ki sta si identična med seboj, 
dobimo vrednosti za f2=100. V primeru primerjanja vrednosti med profiloma, ki sta si bolj različna 
kot podobna, dobimo manjše vrednosti za f2. V skladu z navodili FDA sta si dva profila podobna, 
če je vrednost za f2 med 50 in 100 (64).
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 
 = 
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− , 
× 100}
(enačba 1)
V enačbi:
- Rt in Tt predstavljata kumulativen odstotek sproščanja ZU iz referenčne in testne 
formulacije v določenem času;
- n definira število časovnih točk, pri katerem je izvedeno vzorčenje.
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA
4.1 ANALIZNA METODA
 
Ustreznost metode smo definirali v skladu s smernicami Mednarodne konference o harmonizaciji
(59). Ovrednotili smo specifičnost metode, linearnost in razpon linearnosti, ponovljivost ter
ovrednotili tudi stabilnost raztopin.
▪ SPECIFIČNOST
Pri vrednotenju specifičnosti metode smo pripravili sekvenco iz raztopin, ki so prikazane v 
preglednici III. Po zaključeni integraciji smo metodo shranili, evidentirali kromatograme iz 
referenčne raztopine, nečistote, placeba (slepega vzorca) in vzorca (Slika 4).
 
Slika 4: a) Kromatogram referenčne raztopine; b) Kromatogram placeba (slepega vzorca); c) 
Kromatogram vzorca; d) Kromatogram referenčne raztopine, pomešana z znanimi nečistotami J 
in K.
Preglednica V: Retencijski časi vrhov, predstavljeni na sliki 4.
Vrhovi tr
MF /
Medij sproščanja /
Paracetamol 2,6 min
Placebo 3,3 min
4-Aminofenol 1,9 min
4-Kloroacetanilid 4,6 min
A B
C D
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Podatke, kot so retencijski časi (tr) in faktor ločljivosti, smo evidentirali, da bi kvantitativno 
dokazali, ali metoda ustrezno loči med paracetamolom in ostalimi spojinami, ki bi lahko bile 
prisotne v vzorcu. V preglednici V so predstavljene vrednosti retencijskih časov, pri katerih smo 
opazili vrhove injiciranih raztopin. Že iz retencijskih časov, pa tudi vizualno, lahko iz Slike 4
vidimo, da je ločljivost med vrhovi dobra, ter da se niti en vrh ne prekriva z vrhom paracetamola. 
Ustrezno ločljivost med vrhovi lahko dokažemo s faktorjem ločljivosti ali Rs, ki predstavlja
ločljivost le med dvema vrhovoma. Kot splošno pravilo velja, da je ločljivost dobra v primeru, ko 
je vrednost Rs enaka ali večja od 2 (65). Iz kromatografskih poročil, pridobljenih iz raztopin 5 in 
6, smo dobili naslednje kvantitativne podatke za ločljivost vrhov: Rs med paracetamolom in 
placebom je 5,43 ; Rs med paracetamolom in 4-kloroacetanilidom je 14,60; Rs med 
paracetamolom in 4-aminofenolom je 6,34; 
Če povzamemo vizualne podatke, podatke iz retencijskih časov ter iz vrednosti Rs, lahko 
sklepamo, da injicirane nečistote, placebo, MF in medij sproščanja ne prekrivajo z vrhom
paracetamola.
▪ LINEARNOST IN RAZPON LINEARNOSTI
Linearnost smo vrednotili v območju koncentracij glede na odmerek učinkovine med 1 in 120%. 
Pripravili smo 5 različnih raztopin v koncentracijskem območju od 0,002 mg/mL do 0,300 mg/mL. 
Preglednica VI: Dejanska koncentracija raztopin, izračunana na osnovi natehtanega referenčnega 
vzorca in povprečni odzivi injiciranih raztopin.
Dejanska 
koncentracija 
(natehtanih 29,98 
mg)
mAU*s
0,300 mg/mL 9129,84
0,240 mg/mL 7353,21
0,120 mg/mL 3772,91
0,060 mg/mL 1901,6
0,002 mg/mL 82,25
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Zmožnost linearnosti analitske metode je pridobiti rezultate (v določenem območju), ki so 
neposredno sorazmerni s koncentracijo analita v vzorcu (59). Na osnovi podatkov, ki so prikazani 
v preglednici VI, smo določili enačbo premice in faktor korelacije. Iz prikazanega (slika 5) je 
razvidno, da je korelacijski faktor (0,9999) v mejah sprejemljivosti, kar pomeni, da smo potrdili 
linearnost v izbranem koncentracijskem območju (Preglednica VI).
▪ PONOVLJIVOST
Ponovljivost smo vrednotili tako, da smo pripravili 6 raztopin vzorca in referenčne raztopine, nato 
smo te iste vzorce injicirali in ovrednotili RSD (Preglednica VII).
Vse vrednosti so v območju med 100,09% in 100,62%. To pomeni, da smo v popolnosti zaznali 
paracetamol, pomešan s placebom. Zaradi nizke vrednosti RSD (Preglednica VII) sklepamo, da 
analitska metoda omogoča ustrezno ponovljivost rezultatov v kratkem časovnem intervalu.
y = 30308x + 71.504
R² = 0.9999
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Slika 5: Umeritvena premica, enačba premice in R2
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Preglednica VII: Odstotek vsebnosti 6 različnih raztopin s 100% koncentracijo (0,25 mg/mL) in 
izračunani RSD
Vzorec Vsebnost (%)
Raztopina vzorca 1 100,09
Raztopina vzorca 2 100,39
Raztopina vzorca 3 100,62
Raztopina vzorca 4 100,22
Raztopina vzorca 5 100,24
Raztopina vzorca 6 100,51
Povprečje 100,35
RSD 0,20
▪ STABILNOST RAZTOPIN
Stabilnost raztopine vzorca in referenčne raztopine smo vrednotili tekom 72 h. Povzetek 
povprečnih vrednosti so prikazani na Preglednici IX.
Preglednica IX: Rezultati stabilnosti raztopin. Ob času 0 so predstavljeni povprečni rezultati 
odziva (mAU*s), pridobljeni ravno za pripravo vzorcev. Rezultati pri 24, 48 in 72 h predstavljajo
odzive oz. odstotek ujemanja odzivov, izračunan na osnovi časa 0.
mAU*s 0 h 24 h 48 h 72 h
Referenčna raztopina 8278,83 8272,74 8260,86 8321,04
Vzorec 8347,68 8395,93 8378,36 8401,23
Pri izvedbi te analize smo pred vsakim injiciranjem znova nalili vzorec v novo vialo. Na začetku 
smo poskusili enako izvedbo z istimi vialami (iz ene viale smo injicirali pri času 0, 24 in 48 h), a 
smo imeli večja odstopanja, kot v primeru injiciranja iz nove viale. Povzetek rezultatov,
Δ%/t 24 h 48 h 72 h
Referenčna raztopina 99,9% 99,8% 100,5%
Vzorec 100,6% 100,4% 100,6%
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predstavljenih v preglednici IX: vzorci so pri sobni temperaturi stabilni dalj časa (vsaj 72 h). Ker 
smo zadnje vzorčenje izvedli ravno pri 72 h, smo 72 h postavili za zgornjo mejo uporabnosti 
vzorcev od časa priprave vzorcev.
4.2 RAZVOJ METODE SPROŠČANJA
4.2.1 PRELIMINARNE ŠTUDIJE
 
▪ LASTNOSTI PARACETAMOLA
Razumevanje fizikalno-kemijskih lastnosti ZU je izhodiščna točka za razvoj metode sproščanja. 
Na osnovi podatkov, pridobljenih iz USP in EP monografije, BCS klasifikacije in analiznega
certifikata (ang. Certificate of Analysis ali CoA) smo ugotovili, da ima paracetamol dobro topnost 
(14,3 mg/mL pri 25 °C oz. 23,7 mg/mL pri 37 °C (66), ki ni pH odvisna. To pomeni, da je dobro 
topen, tako v kislem, kakor tudi v nevtralnem mediju. Ker so nas konkretno zanimali parametri za 
vzpostavljanje sink pogojev, smo ovrednotili maksimalno topnost paracetamola v kislem mediju s 
pH 1,2 in v fosfatnem pufru s pH 6,8 pri 37 °C. Končni rezultati so potrdili zelo dobro topnost 
paracetamola, saj smo v kislem mediju dobili koncentracijo približno 21 mg/mL, v fosfatnem pufru
(pH 6,8) pa približno 22 mg/mL. Omeniti moramo, da smo že pri sami pripravi vzorcev opazili 
netipično obnašanje raztopin. Takoj po filtriranju vzorcev koncentriranih raztopin v 8 mL 
epruvetah smo prešli k naslednjemu koraku; redčenje raztopine. Na koncu priprave smo opazili 
kristale paracetamola na dnu epruvet, ki so se pojavili zaradi ohladitve majhnega volumna vzorca, 
čeprav smo pripravo vzorcev časovno relativno hitro izvedli. Predvidevamo, da so rezultati zaradi 
tega pojava nekoliko nižji od pravih vrednosti.
Vsi ti podatki nam pomagajo pri izbiri tipa in volumna medija, v katerem bomo izvajali nadaljnja 
testiranja sproščanja ZU. Predvidevamo, da bi bilo lahko sproščanje omejeno le zaradi same 
formulacije oz. tehnološkega procesa, uporabljenega pri proizvodnji formulacije. 
▪ MEDIJ IN VOLUMEN MEDIJA
Pri izvedbi analize smo vrednotili sproščanje v dveh različnih volumnih, 500 mL in 900 mL, ter v 
fiziološkem pH območju, oz. pri pH 1,2, 4,5 in 6,8. Zaradi dobre topnosti paracetamola, potrebe 
 33
po dodajanju površinskih aktivnih učinkovin in organskih topil nismo imeli, a vode kot medija 
nismo uporabili zaradi nizke pufrske kapacitete, ter zaradi možne neponovljive kakovosti vode 
med laboratoriji oz. regijami (41, 42, 46). 
Vpliv pH medija na sproščanje paracetamola iz končne farmacevtske oblike – zrnca, pri 50 obr/min
z aparatom 2, je prikazan na sliki 6. Čeprav za paracetamol velja, da je dobro topen in je sama 
topnost neodvisna od pH, iz prikazanih podatkov na sliki 6 vidimo, da nismo dobili enakega profila 
sproščanja pri vrednotenju sproščanja paracetamola iz končne farmacevtske oblike. Opazili smo
hitrejše in popolno sproščanje v kislem mediju (pH 1,2), ter počasnejše in nepopolno sproščanje v 
fosfatnem pufru (pH 6,8). Pri vrednotenju sproščanja v fosfatnem pufru s pH 4,5, vidimo podobno 
obnašanje kot sproščanje v kislem (f2=61), z bolj izraženo razliko v odstotku sproščanja pri 5 min 
oz. 10 min.
 
Slika 6: Vpliv pH medija na sproščanje ZU iz končne farmacevtske oblike (zrnc)
 
Prekrivanje okusa dobro topnih ZU je izziv, še posebej če končna formulacija vsebuje velik 
odmerek ZU. V takem primeru dodajanje sladil običajno ni dovolj učinkovit pristop, zato je 
potrebno uporabiti takšnega, ki bo onemogočil stik ZU z receptorji okusa, oz. bo onemogočil 
aktiviranje teh receptorjev. Tak učinek lahko dosežemo z uporabo polimerov, ki niso topni v 
nevtralnem pH območju, ampak le v kislem pH območju, kot so npr. Kollicoat Smartseal 
(kopolimer metil metakrilata in dietilaminoetil metakrilata v razmerju 7:3) ali Eudragit E PO 
(kopolimer dimetilaminoetil metakrilata, butil metakrilata in metil metakrilata v razmerju 2:1:1), 
ki onemogočajo oz. upočasnijo sproščanje ZU v ustni votlini. Zrnca, ovrednotena v magistrski 
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nalogi, vsebujejo v kislini topni polimer, zaradi česar pričakujemo popolno in hitrejše sproščanje 
ZU v kislem mediju (67).
Pri izbiri volumna medija nismo imeli težav. Že pri vrednotenju lastnosti paracetamola in 
določanja sink pogojev smo ugotovili, da je njegova topnost večja kot 21 mg/mL, tako v kislem 
kakor tudi v nevtralnem mediju. Da bi zagotovili sink pogoje za največji odmerek paracetamola,
vgrajenega v zrncih (500 mg), bi potrebovali približno 70 mL medija. To pomeni, da na proces 
sproščanja volumen medija ne bi smel imeti vpliva, kar smo tudi kvantitativno pokazali 
(f2=74)(Slika 7).
 
Slika 7: Vpliv volumna medija na sproščanje paracetamola iz farmacevtske oblike
 
▪ VREDNOTENJE KOMPATIBILNOSTI FILTROV
Po navodilih FDA je vrednotenje kompatibilnosti filtrov korak, ki se izvaja na začetku 
validacijskih postopkov. Iz porazdelitvene velikosti paracetamola in porazdelitvene velikosti
delcev, pakiranih v kromatografski koloni (5 µm) vemo, da je 0,45 µm velikost por filtrov ustrezna 
pri filtriranju raztopin. Pri postopku ugotavljanja smo najprej ovrednotili učinkovitost filtrov, nato 
pa odstotek adsorpcije ter izluževanje filtrov različnih materialov: RC, Nylon, CA, PVDF, PES.
Pri prvem koraku »učinkovitosti filtrov« nismo opazili značilne razlike med vzorci, ki smo jih 
analitsko ovrednotili takoj po filtriranju, ter vzorci, ki smo jih dali na ultrazvočno kopel za 5 min,
zatem pa analitsko ovrednotili. V preglednicah X in XI so predstavljeni rezultati odstotka ujemanja 
odzivov filtriranih raztopin z odzivi nefiltrirane raztopine vzorca oz. referenčne raztopine. Iz 
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navedenega je jasno, da so glede učinkovitosti vsi filtri kompatibilni. Vse vrednosti so ± 1%, zato
ustrezajo mejam sprejemljivosti.
Preglednica X: Odstotek ujemanja odzivov (mAU*s) filtrirane referenčne raztopine z nefiltrirano 
referenčno raztopino.
Preglednica XI: Odstotek ujemanja odzivov (mAU*s) filtrirane raztopine vzorca z nefiltrirano 
raztopino vzorca.
Za filtriranje raztopine vzorcev, ki smo jih vzorčili med procesom sproščanja, bi lahko izbrali 
kateregakoli od zgoraj omenjenih filtrov, a ovira bi se lahko pojavila pri filtriranju vzorcev, ki 
vsebujejo acetonitril, tako kot vsebujejo vzorci pri vrednotenju vsebnosti paracetamola v zrncih. 
Za CA, PVDF in PES filtre velja, da je lahko membrana filtrov nestabilna v primeru filtracije 
raztopin, ki vsebujejo acetonitril (68). Zaradi poenostavitve postopka priprave vseh vzorcev smo 
za nadaljnjo vrednotenje izbrali le RC in Nylonske filtre.
V preglednici XII so predstavljeni rezultati adsorptivnosti RC in najlonskih filtrov. V prvi koloni 
je označen zavrženi volumen vzorca, za katerim smo vzeli končni vzorec. V drugi oz. tretji koloni 
so rezultati izraženi kot odstotek ujemanja odziva (mAUC*s) filtrata z odzivom nefiltriranega
vzorca. Presenetljivo, iz navedenih podatkov je očitno, da je dovolj zavreči le 2 mL vzorca, da bi 
nasitili membransko površino filtra, ter dobili realne rezultate sproščanja. Pri najlonskih filtrih
vidimo, da je vrednost po 2, 3, 4 mL še vedno pod 100%, toda ta variacija je lahko rezultat merilne 
negotovosti inštrumenta, kajti odstopanje je manjše kot 0,5%. Enako velja tudi za RC filtre in 
odstotek ujemanja vzorcev po 4 in 5 mL zavrženega vzorca.
RC Nylon CA PVDF PES
Referenčna raztopina 99,9% 100,3% 100,0% 99,9% 100,2%
RC Nylon CA PVDF PES
Raztopina vzorca 99,9% 99,8% 100,8% 100,3% 100,3%
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Preglednica XII: Rezultati adsorptivnosti RC in najlonskih filtrov, predstavljeni kot odstotek 
ujemanja filtrirane raztopine z nefiltrirano raztopino.
mL RC Nylon
1 98,8% 92,6%
2 100,0% 99,5%
3 99,9% 99,7%
4 100,2% 99,8%
5 100,3% 100,0%
6 99,9% 100,1%
7 100,2% 100,1%
8 99,9% 100,1%
9 99,9% 100,1%
10 100,3% 99,9%
Na koncu smo vrednotili še izluževanje filtrov tako, da smo injicirali nefiltriran medij, ter medij 
filtriran z RC in najlonskimi filtri. Namen je bil ugotoviti, ali uporabljen filter prispeva h končnemu 
rezultatu. Tako pri RC filtrih kot tudi pri najlonskih filtrih nismo ugotovili pojava vrhov pri tr 2,6 
min.
Iz prikazanih rezultatov lahko rečemo, da so RC in najlonski filtri ustrezni za filtriranje vzorcev,
pri filtriranju pa je potrebno zavreči vsaj prvih 3 mL filtrata za pridobitev optimalnih rezultatov.
▪ IZBIRA APARATA
Izbiro aparata za vzorčenje smo izvajali povsem na začetku razvoja metode, v obdobju 
optimizacije končne farmacevtske oblike. Formulacija, ki je bila uporabljena za definiranje 
aparata, je nekoliko drugačna od formulacije, uporabljene pri vrednotenju ostalih parametrov
metode sproščanja, kar je tudi razvidno iz profila sproščanja, prikazanega na sliki 8.
Postopek analize je vedno potekal na enak način, neodvisno od uporabljenega aparata. Razlika je 
bila le v enem koraku; pred začetkom analize, ko smo vzorec stresli v košarice, jih pripeli na 
nosilce (aparat 1), oz. vzorec stresli direktno v posodo (aparat 2) in nato začeli z izvajanjem 
vrednotenja. Pri definiranju aparata smo upoštevali bolj vizualne podatke kot kvantitativne,
pridobljene med analitskim procesom, kajti zaradi razlike v hidrodinamiki v posodah pri uporabi 
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obeh aparatov je težko vzpostaviti korelacijo med kvantitativnimi podatki, pridobljenimi iz aparata 
1 in aparata 2.
Primer kvantitativnih podatkov, ki smo jih pridobili pri vrednotenju sproščanja vzorca z obema 
aparatoma v kislem mediju pri 50 obr/min, je prikazan na sliki 8. Iz rezultatov je razvidno, da je 
pri košaricah hitrejše sproščanje glede na vesla. Pri košaricah smo vedno opazili zakasnitev 
sproščanja po drugi minuti. Ta pojav je rezultat slabšega pretoka medija skozi odprtine košarice,
zaradi česar se tudi pojavljajo šibkejše hidrodinamske obremenitve (69). Pri veslih pa opazimo 
hitrejše sproščanje po drugi minuti, ki se nato upočasni. Razlog za upočasnitev sproščanja je pojav 
»mrtvega območja« na dnu posode, v katerem se posedejo delci ter ustvarjajo tako imenovan 
učinek stožca (slika 9). Ta fenomen se pojavlja pri uporabi aparata 2, kajti pri aparatu 1 je vzorec 
v košaricah, ta pa je obdana z medijem. Pojav ni značilen za in vivo pogoje, kar je dokaz za 
analitsko neustrezen postopek.
 
Slika 8: Profili sproščanja ZU pri vrednotenju istega vzorca z aparatom 1 in aparatom 2.
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Slika 9: a) Vizualna predstavitev obnašanja vzorca v aparatu 1
b) Vizualna predstavitev obnašanja vzorca v aparatu 2
Drugi izziv, s katerim smo se srečali, je aplikacija vzorca v obeh aparatih. Pri aparatu 1 smo imeli 
težave s porazdelitveno velikostjo delcev zrnc, konkretno z delci, ki so imeli velikost manjšo kot 
500 µm. Ti delci so med aplikacijo v košaricah - 40 mesh padali skozi odprtine. To je bil razlog 
za pridobitev rezultatov, ki so ilustrirali lažno nepopolno sproščanje vzorca (sliki 10 in 11). Pri 
uporabi aparata 2 in 500 mL medija smo opazili, da se včasih zgodi nepopoln kvantitativni prenos 
vzorca v posodi kot rezultat nenatančnega stresanja vzorca (delci so se adherirali na vlažno 
površino posode, ali pa smo jih neprevidno stresli iz posod). Oba pojava sta pripeljala do 
rezultatov, ki so ilustrirali lažno nepopolno sproščanje vzorca (slika 11).
 
Slika 10: Košarice z zrnci, vizualen prikaz neustreznosti aparata 1
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 39
 
Slika 11: Nepopolno sproščanje ZU kot rezultat neustreznega kvantitativnega prenosa vzorca v 
posode za test sproščanja.
Na osnovi podatkov lahko sklepamo, da bi v primeru uporabe aparata 1 morali uporabiti drugačne 
košarice z manjšimi odprtinami, medtem ko bi pri uporabi aparata 2 moral biti analitik bolj pozoren 
med samo aplikacijo vzorca v posodo. Glede na to, da nismo imeli košarice z drugačno velikostjo
odprtin, ter da je bila nadaljnja optimizacija vzorca usmerjena na sestavo in ne na porazdelitveno 
velikost zrnc, smo za nadaljnje vrednotenje zrnc izbrali aparat 2.
4.2.2 RAZVOJ METODE
 
V skladu z uradnimi navodili je pri začetku razvoja metode dovoljeno eksperimentiranje z 
odmerki, s katerimi bomo optimizirali končno metodo. Pri končni izvedbi analize je priporočljivo 
vrednotiti največji odmerek formulacije (44). Na sliki 12 so predstavljeni rezultati profila 
sproščanja 250 in 500 mg odmerka, ki so pridobljeni pri hitrosti vrtenja mešala 50 obr/min, v 
volumnu 500 mL in kislem mediju (pH 1,2), z aparatom 2. Iz primerjalnih podatkov je razvidno, 
da odmerek ne vpliva značilno na hitrost sproščanja paracetamola iz končne farmacevtske oblike. 
Ta pojav povezujemo z dobro topnostjo paracetamola in izbranimi »sink« pogoji. Največje 
odstopanje je sicer po 15 min, takrat vidimo, da je razlika med obema odmerkoma približno 5%. 
Ta razlika obstaja vse do 45 min, nato pa se pri 60 min rezultat popolnoma prekriva. Standardna 
deviacija za 250 mg odmerek je višja kot pri rezultatih, pridobljenih s 500 mg odmerkom, kar 
lahko opazimo tudi na grafu. Podatek, da pride na koncu do popolne sprostitve z nizko SD, je 
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dokaz, da smo vse vzorce kvantitativno prenesli v posode. Pri izračunu f2 smo dobili vrednost 
enako 69, kar je potrditev, da sta si ta dva profila podobna.
 
Slika 12: Profili sproščanja 250 in 500 mg odmerka. Pogoji: aparat 2, kisel medij (pH 1,2), 50 
obr/min
Čeprav sta aparat 1 in 2 robustna, je izvedba analize in ponovljivost rezultatov odvisna od številnih 
faktorjev, med katere se uvršča tudi analitik, ki izvaja test. Način izvedbe in aplikacije ter čas,
potreben za aplikacijo vzorca v posodo; vse to vpliva na variabilnost končnih rezultatov, kar je 
lahko tudi razlog za pojav variacij pri vrednotenju 250 mg odmerka. Glede na to, da je testiran 
vzorec v obliki zrnc, je postopek aplikacije vzorca v posodah dodatno otežen in neenakomeren, 
kot v primeru vrednotenja sproščanja ZU iz tablet ali kapsul. 
▪ ODZRAČEVANJEOZIROMA PREZRAČEVANJEMEDIJA
Vpliv prezračenosti medija mora biti določen za vsak primer posebej, saj lahko zračni mehurčki 
motijo rezultate analize. Pomembno je tudi ovrednotiti vsako formulacijo posebej, kajti vpliv 
prezračenosti medija je odvisen od vrste formulacije. Ena formulacija je lahko bolj občutljiva na 
zračne mehurčke, medtem ko je druga lahko manj (46).
Na slikah 13, 14 in 15 je predstavljen vpliv prezračenosti medija končno optimizirane formulacije. 
Medij smo odzračili v skladu z navodili, navedenimi v USP, a smo dodatno namerno prezračili 
medij istega tipa, ter izvedli sproščanje z odzračenim in prezračenim medijem. 
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Če primerjamo obnašanje delcev, se ti na začetku analize (v času 0) v obeh medijih obnašajo
podobno (slika 13A, slika 14A). Značilno razliko opazimo pri 15 min, tako kvantitativno (slika
15) kakor tudi vizualno (slika 13B in 14B). Pri odzračenem mediju vidimo, da je vzorec 
dispergiran po celotni posodi, v prezračenem mediju pa je vidna plast delcev, ki plava na površini 
medija. Razlika v obnašanju delcev temelji na koncentraciji raztopljenih plinov v njem. Večja 
koncentracija plinov v mediju ali pa neustrezno odzračevanje lahko povzroči pospešeno sproščanje
ZU, kot rezultat povečanja plovnosti delcev ali pa celo predstavlja oviro zaradi zmanjševanja
stične površine delcev z medijem (46). V našem primeru je prišlo do povečanja plovnosti delcev
(slika 13B) in pospeševanja sproščanja paracetamola, kar lahko sklepamo iz rezultatov, prikazanih
na sliki 15. Največje odstopanje je pri 15 min, takrat namreč vidimo, da je povprečna razlika med 
vzorcem iz prezračenega in vzorcem iz odzračenega medija približno 11%.
V skladu z uradnimi navodili, je prezračevanje medija potrebno le, če ugotovimo, da koncentracija 
plinov v mediju vpliva na končni rezultat. Vrednotenje vpliva prezračenosti medija smo definirali 
na osnovi celotnega profila. Iz slike 15 je razvidno, da koncentracija plinov značilno vpliva na 
sproščanje paracetamola vse do 30 min, nakar se v obeh primerih celoten paracetamol sprosti in je 
ta razlika med prezračenim in odzračenim medijem zanemarljiva (f2=53). Zaradi navedenega je 
jasno, da prezračenost medija vpliva na sproščanje paracetamola, zato smo se odločili , da bomo 
v nadaljevanju uporabljali le medij, ki bo ustrezno odzračen pred vsako analizo. 
 
Slika 13: Vrednotenje vpliva dodatno prezračenega medija. Pogoji sproščanja: aparat 2, 75 
obr/min, 500 mL kislega medija (pH=1,2)
a) obnašanje delcev pri vrednotenju sproščanja ob času 0. 
b) obnašanje delcev 15 min po začetku metode sproščanja.
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Slika 14: Vrednotenje vpliva odzračenega medija v skladu z navodili, objavljeni v USP. Pogoji 
sproščanja: aparat 2, 75 obr/min, 500 mL kislega medija (pH=1,2)
a) obnašanje delcev pri vrednotenju sproščanja ob času 0. 
b) obnašanje delcev 15 min po začetku metode sproščanja
Obstajajo številni postopki, s katerimi lahko izvajamo odzračevanje medija, toda kakovost vseh 
teh postopkov ni vedno ponovljiva. Ustreznost prezračevanja lahko določamo z napravami, ki 
določajo koncentracijo kisika v mediju, toda USP in Združenje farmacevtskih raziskovalcev in 
proizvajalcev Združenih Držav Amerike (ang. Pharmaceutical Research and Manufacturers of 
America) ne predvideva uporabe takih naprav, kajti le-te naj ne bi bile sposobne zaznati celotne
vsebnosti plinov v mediju. Neodvisno od uporabljene metode je potrebno postopek odzračevanja 
ovrednotiti in potrditi robustnost izvedbe metode, ter ponovljivo kakovost medija glede 
koncentracije plinov v končnem mediju (46).
 
Slika 15: Razlika v sproščanju paracetamola iz zrnc med odzračenim in prezračenim vodnim 
kislem mediju (pH=1,2)
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▪ HITROST VRTENJAMEŠALA
Fizikalni namen procesa mešanja medija med procesom sproščanja je odstraniti nasičene plasti 
ZU, ki se nahaja okoli delcev formulacije in jo zamenjati s svežim medijem, ne da bi povzročil 
značilne fizikalne spremembe na farmacevtski obliki. Sam proces ima neposreden vpliv na 
hidrodinamiko, ta pa vpliva na hitrost masnega prenosa ter posledično na hitrost sproščanja. Velja,
da je hitrost vrtenja mešala premo sorazmerna z deležem sproščene učinkovine in je zato 
pomemben fizikalni parameter analize (70).
V raziskovalnem delu smo vrednotili ustreznost aparatov ter komentirali njihove pomanjkljivosti.
Pri aparatu 2 smo pri hitrosti vrtenja mešala 50 obr/min opazili, da se na dnu posode kopičijo delci, 
ki tvorijo stožec. Ta se pojavlja v mrtvem področju posode, v katerem je tok medija zelo šibak. 
Eden od načinov preprečevanja tega pojava je povečanje hitrosti mešanja iz 50 na 75 obr/min
(skladno z uradnimi navodili). V takem primeru se poveča tok medija, kar obenem zoži območje 
mrtve cone, ter omogoča sproščanje ZU iz farmacevtske oblike. 
Pojavu stožca smo se želeli izogniti z vrednotenjem sproščanja pri hitrosti vrtenja mešala 75 
obr/min, rezultati so prikazani na sliki 16. Povečanje hitrosti vrtenja povzroči hitrejše sproščanje 
paracetamola, na dnu posode se začasno tvori stožec, ki pa kmalu po začetku analize izgine.
Pri nižjih obratih (50 obr/min) smo pričakovano izračunali tudi večje vrednosti standardne
deviacije. Teoretično namreč velja, da pojav stožca lahko povzroči manj ponovljive rezultate.
 
Slika 16: Vpliv hitrosti mešanja na sproščanje paracetamola. Pogoji sproščanja: aparat 2, 500 mL 
kislega medija (pH=1,2)
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Collins in Nair (71) sta ovrednotila vpliv naprav in PeakTM posode pri vrednotenju sproščanja
paracetamola iz tablet. Rezultati so pokazali, da v primeru vrednotenja aparata 1 in PeakTM posode
ni videti značilne razlike med profili sproščanja. Razlika je bila vidna pri primerjavi rezultatov,
pridobljenih pri vrednotenju sproščanja s PeakTM posodami in rezultati, ki so jih pridobili po 
vrednotenju tablet s klasičnim aparatom 2, največja razlika pa je bila opažena pri prvih 10 min
(71). Njihovo delo je še ena potrditev, da pojav mrtve cone pri aparatu 2 dejansko upočasni proces 
sproščanja ZU.
▪ VREDNOTENJE SPROŠČANJA PARACETAMOLA IZ ZRNC
Na koncu raziskovalnega dela smo in vitro vrednotili tudi prekrivanje neprijetnega okusa
paracetamola v zrncih. Na sliki 17 so predstavljeni rezultati, ki smo jih pridobili z aparatom 2, v 
500 mL fosfatnega pufra, pH medija=6,8 ±0,05, T medija 37 °C±0,5, hitrost vrtenja 75 obr/min. 
Formulacija, označena z interno kodo VZVI417, predstavlja končni izdelek. Za primerjavo smo
vrednotili formulacijo, ki ima podobno sestavo pomožnih snovi kot končna formulacija, le da je 
vsebovala tanjšo oblogo.
 
Slika 17: Profili sproščanja paracetamola; medij: fosfaten pufer pH 6,8; aparat 2; 75 obr/min;
V=500 mL;
a) celoten profil sproščanja v 60 min;
b) profil sproščanja do 15 min
Debelina obloge, ki je topna v kislem mediju, je obratno sorazmerna s hitrostjo sproščanja 
učinkovine v fosfatnem pufru s pH 6,8, a sorazmerna s prekrivanjem neprijetnega okusa 
paracetamola (slika 17). Iz slike 14 B lahko vidimo razliko v sproščanju ZU v zgodnjih časovnih 
točkah med obema vzorcema. Glede na navodila FIP in AASP, ki predpisujejo, da je za dobro 
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prekrivanje neprijetnega okusa potrebno sproščanje manjše kot 10%, v zgodnih časovnih točkah 
(≤ 5 min) lahko zaključimo, da končna formulacija ustrezno prekriva neprijeten okus 
paracetamola, debelina obloge pa je kritičen parameter, ki definira to lastnost.
Podobne rezultate so dobili tudi Chivate in sodelavci (72), ko so ovrednotili vpliv debeline obloge 
(v kislini topna obloga, vodna disperzija Kollicoat Smartseal) na hitrost sproščanja ornidazola.
Pri izvedbi analize so pripravili delce z različnimi odstotki obloge, nato so izvedli in vivo (na 
prostovoljcih) in in vitro (aparat 1) vrednotenje. Ugotovili so, da manjši odstotek obloge slabše 
prekriva neprijeten okus ZU, ta pojav pa povezujejo z uspešnostjo popolnega prekrivanja površine 
delcev (72).
Univerzalno prekrivanje okusa farmacevtskih oblik je zahtevno, saj pogoji v ustni votlini med 
pacienti variirajo. Spreminjata se tako pufrska kapaciteta sline, kot tudi koncentracija elektrolitov
(73). Te razlike lahko vplivajo na definiranje neprijetnega okusa ter posledično na adherenco
pacientov. Burki in sodelavci so vrednotili vpliv pufrske kapacitete in ionske moči medijev 
sproščanja ZU iz delcev, obloženimi z Eudragit EPO in Kollicoat Smartseal. Ugotovili so, da je 
sproščanje ZU v tesni povezavi s koncentracijo pufra v mediju. Za Eudragit EPO so ugotovili, da
večja koncentracija fosfatnega pufra povzroči večje nabrekanje polimera in hitrejši razpad delcev
(74). To pomeni, da sproščanje učinkovine v ustni votlini in vivo ni ponovljivo, oziroma, da 
natančnost priprave pufra vpliva na rezultate v fazi kontrole kakovosti prekrivanja neprijetnega 
okusa formulacije.
Nekateri raziskovalci testirajo zmožnost prekrivanja neprijetnega okusa tako, da izvajajo testiranje
v erlenmajerici, v 25 mL fosfatnega pufra s pH 6,8 ali v raztopinah, ki oponašajo sestavo človeške 
sline. Med mešanjem medija na magnetnem mešalu (pri 50 obr/min) dodajo vzorec, ter po 
določenem času vzorčijo in izračunajo odstotek sproščene ZU (75-77). Uporaba takšne metode je 
smiselna, kajti pri vrednotenju s farmakopejskima aparatoma 1 in 2, je minimalni volumen medija 
še zmeraj velik in ne daje objektivnih rezultatov za prekrivanje neprijetnega okusa zdravil. Pri tej 
razvojni metodi pa se pojavlja ključen izziv, da metoda ni vedno ponovljiva. Dejavniki, kot so
globina vzorčenja, temperatura medija, hitrosti mešanja ter hidrodinamika znotraj erlenmajerice,
niso jasno definirani, tako kot pri uradnih napravah, ki so namenjene za vrednotenje sproščanja. 
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Drugi način, s katerim bi lahko ovrednotili zmožnost prekrivanja neprijetnega okusa, je z uporabo 
aparata USP 4. Ta omogoča lažjo menjavo medija, lahko bi izvedli dvofazno sproščanje, tako kot 
predlagajo Hack in Koberle (57). Prvi del analize bi trajal krajši čas (do 2 min), v tem delu bi
simulirali pogoje v ustni votlini, nato pa bi analizo nadaljevali v kislem mediju, ki bi simuliral 
okolje želodca (57). Takšen postopek bi bil enostaven, ponovljiv, in bi poleg kvantitativnega 
vrednotenja prekrivanja grenkega okusa omogočal simulacijo in-vivo pogojev. Težava pa je v tem,
da se postopek uporablja v raziskovalne namene in ne pri vrednotenju kakovosti zdravil. Ne 
obstajajo standardi, s katerimi bi lahko izvedli kvalifikacijo inštrumenta, tako kot je recimo PVT 
test za vesla in košarice, zato sta aparat 1 in 2 še vedno bolj zaželena v farmacevtskih laboratorijih
(78).
Obstaja tudi način menjave medija, ki ga lahko uporabimo pri aparatu 1 ali pri aparatu 2. Poteka 
tako, da formulacijo najprej izpostavimo kislemu mediju, nato sledi nevtralizacija medija, kar je 
obratno od vrednotenja zmožnosti prekrivanja neprijetnega okusa. Menjava medijev v aparatu 2 
ni običajna in ni pogosta, v farmakopeji je menjava medijev predvidena le za farmacevtske oblike 
z zakasnjenim sproščanjem.
Iz zgoraj omenjenih podatkov je razvidno, da z uporabo fosfatnega pufra s pH 6,8 in aparatom 2
lahko zaznamo spremembo v debelini obloge v kislini topnega polimera. Takšen pristop bi lahko 
uporabili v primeru definiranja debeline obloge kot kritičnega parametra za prekrivanje 
neprijetnega okusa ZU, oz. kot kritičnega parametra za kontrolo kakovosti. Težko pa je najti 
povezavo med kvantitativnim sproščanjem paracetamola v zgodnjih časovnih točkah in dejansko 
možnostjo za prekrivanje okusa v in vivo pogojih. 
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5. SKLEP
 
V sklopu magistrske naloge smo razvijali metodo za vrednotenje zrnc, namenjenih za polnjenje v 
slamice. Pri delu smo upoštevali uradne predpise za vrednotenje peroralne trdne farmacevtske 
oblike. Na ta način smo uspeli razviti metodo, ki jo bomo v nadaljevanju lahko še optimizirali.
Parametri, ki smo jih skozi magistrsko nalogo definirali kot »končni«, so namenjeni za vrednotenje 
trdne večenotne farmacevtske oblike v obliki zrnc. Podatek, da so ta namenjena uporabi v 
slamicah, ne vpliva na določitev osnovnih parametrov metode. Dejstvo je, da naj bi pri redni 
kontroli kakovosti končnega izdelka postopek potekal tako, da bi stresli vzorce direktno iz slamic, 
ter nato izvedli metodo sproščanja. Pričakujemo, da bo tak postopek dajal ponovljive rezultate.
Sklicujoč se na podatke, predstavljene v segmentu »preliminarne študije«, lahko sklepamo, da je 
specifičnost končne farmacevtske oblike omejujoč faktor pri izbiri medija sproščanja, čeprav je 
paracetamol dobro topen v fiziološkem pH območju. Razlog je prisotnost v kislini topne obloge v 
končni farmacevtski obliki, zaradi katere smo dobili hitrejše in popolno sproščanje paracetamola
v kislem mediju. Na osnovi omenjenih podatkov smo sklepali, da je kisel medij ustrezen za 
izvedbo analize. 
V istem segmentu smo ovrednotili še volumen medija, potreben za ustrezno postavitev metode. 
Paracetamol je v različnih vodnih medijih dobro topen. Sproščanje paracetamola smo testirali v
500 in 900 mL medijih, ter izračunali faktor podobnosti za oba profila, ki je bil enak 74. Ugotovili 
smo, da volumen medija ne vpliva značilno na sproščanje. Dobra topnost paracetamola je 
pomembna tudi pri definiranju končnega odmerka. Dokazali smo, da imata 250 mg in 500 mg 
odmerek podoben profil sproščanja.
Pri izbiri aparata smo ovrednotili sproščanje z aparatoma USP 1 in USP 2. Že pri prvem preizkusu 
vrednotenja s košaricami smo opazili nepopoln kvantitativen prenos vzorca v posodah. Razlog 
temelji v široki porazdelitveni velikosti delcev vzorca, zaradi česar vzorec pade ven iz košaric še 
pred začetkom vrednotenja. Posledično smo za nadaljnja vrednotenja izbrali vesla kot bolj ustrezen 
aparat za vrednotenje zrnc. 
Ta ugotovitev pa nas je pripeljala tudi do spoznanja, da se med procesom sproščanja z aparatom 2 
pojavlja stožec delcev na dnu posode. Ta pojav je bil vzrok za upočasnitev sproščanja 
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paracetamola iz formulacije, zato smo v nadaljevanju izvedli vrednotenje vpliva hitrosti mešanja 
na proces sproščanja. Povečanje hitrosti mešanja je tudi uradno predlagan ukrep za izničenje
učinka stožca. Iz kvantitativnih in vizualnih podatkov smo ugotovili, da se s povečanjem hitrosti 
mešanja učinek stožca zmanjša, kar je tudi razlog za optimalno sproščanje paracetamola iz končne 
farmacevtske oblike.
Eden izmed splošno pomembnih parametrov pri razvoju metode sproščanja je vrednotenje vpliva 
prezračenosti medija na hitrosti sproščanja zdravilne učinkovine. Za ta namen smo pripravili 2 
medija. Prvi, ki je bil odzračen v skladu z ameriško farmakopejo in drugi, ki smo ga dodatno 
prezračili tako, da smo ga postavili na magnetno mešalo in mešali z namenom povečanja 
raztapljanja plinov v mediju. Že pri vizualnem opažanju je bilo jasno (pa tudi iz kvantitativnih
rezultatov), da odzračevanje medija vpliva na sproščanje paracetamola. Prezračen medij poveča 
plovnost delcev in s tem pospeši hitrost sproščanja zdravilne učinkovine. V skladu z uradnimi 
navodili smo sklepali, da je odzračevanje medija obvezen korak pri vrednotenju zrnc.
Značilnost zrnc je, da ponujajo možnost prekrivanja neprijetnega okusa paracetamola. Zmožnost 
prekrivanja je pomemben parameter glede konkurenčnosti izdelka na trgu, toda za to lastnost ne 
obstajajo določene specifikacije, s katerimi bi jo lahko ovrednotili. Pri razvoju metode smo 
poskusili ovrednotiti zmožnost prekrivanja neprijetnega okusa. Za ta namen smo določali
sproščanje zrnc v fosfatnem pufru s pH 6,8. Želeli smo kvantitativno ovrednotiti zgodnje časovne 
točke, ki naj bi oponašale odstotek sproščenega paracetamola v ustni votlini, ki je v povezavi z 
njegovo grenkobo v ustih. Primerjalno smo ovrednotili še en vzorec, ki je imel tanjše obloge v 
kislini topnega polimera. Iz končnih rezultatov smo ugotovili, da je metoda ustrezna za vrednotenje
debeline obloge kot kritičen parameter za prekrivanje okusa, oz. kot kritičen parameter za kontrolo 
kakovosti. Ne vemo pa, ali so te vrednosti v povezavi z in vivo zmožnostjo prekrivanja neprijetnega 
okusa paracetamola.
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